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Резюме
Неструктурный белок 5 (NS5) вируса клещевого энцефалита является ферментом, который отвечает за 
копирование вирусной РНК и по трёхмерной структуре имеет сходство с РНК-полимеразами других вирусных 
семейств. Вирус клещевого энцефалита разделяется на три субтипа, различающиеся некоторыми из 
аминокислотных остатков в белках вируса, в том числе в белке NS5. Методы структурной биоинформатики 
позволяют реконструировать трёхмерную структуру белка NS5 для различных субтипов вируса.
В работе выполнен сравнительный анализ последовательностей белка NS5 для трёх субтипов вируса 
и были определены участки белка, в которых проявляется наибольшее различие между субтипами и 
внутри субтипов. «Зоны накопления мутаций», определённые таким образом, локализованы в домене 
метилтрансферазы, зоне междоменного интерефейса и трёх субдоменах домена полимеразы белка NS5. 
Обнаружена связь положения мутаций в белке NS5 с подвижностью участков белка в трёхмерной модели, 
определённых с помощью метода нормальных мод. А именно наиболее важные мутации локализованы в 
зонах, где наиболее велика амплитуда коллективных синхронных колебательных движений обоих доменов 
белка: во втором кармане связывания иона цинка в домене полимеразы, области N-концевого удлинения в 
междоменной зоне и области окружения активного центра домена метилтрансферазы. 
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Abstract
Non-structural protein 5 (NS5) of tick-borne encephalitis virus is an enzyme which is responsible for a copying of viral 
RNA, and it has a strong structural similarity to RNA polymerases of another RNA virus families. The strains of the 
virus are separated into three subtypes, which differ by specific mutations in virus proteins, including NS5 protein. The 
methods of structural bioinformatics allow to construct a model of NS5 protein for several strains of the virus.
The paper presents the comparative analysis of sequences and structures of NS5 protein, for three subtypes of the 
tick-borne encephalitis virus. The segments of protein were identified where the highest difference between subtypes 
and within subtypes is observed. These segments, where most of the mutations are accumulated, are located in meth-
yltransferase domain, in the inter-domain interface, and in the three subdomains of polymerase domain. The associa-
tion between the locations of mutations in NS5 protein and the flexibility of a protein backbone was observed using 
normal mode analysis. Namely, the most important mutations are located in the parts of protein where the amplitude 
of synchronous oscillations estimated using normal mode analysis is the highest: in the second zinc binding pocket 
within polymerase domain, in the N-terminal extension within inter-domain interface, and around an active site of 
methyltransferase domain.
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Инфекции, вызываемые вирусами рода Flavivirus, 
представляют серьёзную проблему для здравоохра-

нения, и способы предотвращения последствий этих 
заболеваний являются предметом интенсивного 
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изучения [7]. Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) 
также относится к роду Flavivirus, и проблема поиска 
лекарственных средств против клещевого энцефали-
та (КЭ) считается важной задачей в биомедицинских 
исследованиях.

На территории России циркулирует три субтипа 
вируса КЭ, названные в соответствии с ареалом их рас-
пространения – европейский (I), дальневосточный (II) 
и сибирский (III) субтипы [8, 34]. Для исследования 
генетических и молекулярных механизмов патоген-
ности была выбрана коллекция дальневосточных 
штаммов вируса КЭ. Данная коллекция штаммов 
уникальна, так как все штаммы были собраны одним 
и тем же исследователем на юге Дальнего Востока, 
причём случаи заболевания, вызванные различными 
вариантами вируса дальневосточного субтипа, варьи-
руют от субклинических до летальных форм [20]. При 
анализе полных геномов двух групп штаммов разных 
по патогенности установлено, что они содержат спец-
ифичные характерные мутации, приводящие к 4 за-
менам аминокислот в вирусном белке NS5, а также 
к заменам в некоторых других вирусных белках [1].

Центральным белком репликации вируса КЭ явля-
ется полидоменный белок NS5, выполняющий ряд ос-
новных функций при размножении вируса в организме 
хозяина [6]. Флавивирусный полноразмерный белок 
NS5, обладающий различными первичными фермента-
тивными активностями, содержит N-концевой домен 
метилтрансферазы (Mtase), междоменную область 
(Inter-Domain Interface, IDI) и C-концевой домен РНК-
зависимой РНК полимеразы (RdRp). 

В ранних работах были найдены и достаточно 
полно охарактеризованы консервативные мотивы, 
общие для флавивирусных последовательностей 
RdRp [38]. Пять из них традиционно обозначаются как 
A, B, C, D, E. Позднее были обнаружены эволюционно 
консервативные мотивы, названые G и F [3, 24, 31]. 
При изучении биологической последовательности 
белка NS5 всех крупных представителей флавивиру-
сов обнаружена также высококонсервативная про-
тяжённая область 752–771, названная мотивом H, 
функциональная роль которой в настоящий момент 
пока не определена. Известно, что мотив G играет 
критическую роль в связывании и/или транслока-
ции цепи шаблона РНК [37], а функциональная роль 
и точные границы мотива F были определены нами 
сравнительно недавно. В результате молекулярно-ди-
намических экспериментов обнаружено, что мотив F 
служит пространственным переключателем между 
полимеразной и метилтрансферазной активностью 
флавивирусного белка NS5 [28].

Различные полимеразы флавивирусов, включая 
полимеразу вируса КЭ, имеют общую архитектуру, 
традиционно сравниваемую с формой «правой руки», 
и содержат структурные субдомены, условно обо-
значенные как «ладонь» (palm), «пальцы» (fingers) и 
«большой палец» (thumb) [17]. Второй домен белка 
NS5 имеет активность метилтрансферазы, которая 
необходима для кэппирования вирусной РНК [18].

Впервые кристаллическая структура флавиви-
русного домена MTase была определена в 2002 г. [9], 
тогда как первая структура флавивирусного домена 

RdRp определена позднее [25, 38]. Пространственная 
структура полноразмерного белка NS5 определена на 
примере вируса японского энцефалита сравнительно 
недавно [24]. Благодаря кристаллографическим ис-
следованиям установлено, что флавивирусный домен 
полимеразы связывается с ионом Mg, участвующим в 
катализе, а также с двумя ионами Zn. При этом ионы 
Zn расположены в двух специфических сайтах свя-
зывания в субдоменах «пальцы» и «большой палец» 
[38]. Предположительно ионы цинка выполняют роль 
стабилизации структуры и регулируют переклю-
чение между открытой и закрытой конформацией 
туннеля для входа вирусной РНК в активный центр 
домена полимеразы (https://www.biorxiv.org/content/
early/2016/07/10/063024) [29].

Репликация РНК вируса включает несколько 
обязательных этапов, в которые вовлечены оба 
домена белка NS5. Вопросы относительной про-
странственной ориентации доменов и их возможной 
перегруппировки на разных стадиях репликации 
вируса являются предметом постоянных дискуссий 
[4, 25]. Этот вопрос остался открытым даже после 
того, как были получены кристаллические струк-
туры полноразмерного белка с двумя возможными 
ориентациями доменов, описанных в экспериментах 
[24, 39]. Было предложено несколько моделей для 
взаимодействия между доменами NS5, чтобы объяс-
нить движение РНК продукта в активный сайт Mtase 
[15, 16, 32, 33], однако большинство исследователей 
сходятся во мнении о том, что центральную роль 
в этом процессе выполняет междоменная область 
(IDI), которая из-за высокой подвижности остаётся 
мало изученной с помощью кристаллографических 
экспериментов [35, 37, 39].

Структурно в флавивирусной IDI области вы-
деляют несколько значимых регионов. Это неболь-
шой консервативный участок, названный «точка 
поворота» (Pivot), соответствующий остаткам 
263–265 GTR. За ним следует участок под названием 
линкер 266–275; заканчивается IDI важным участком 
N-концевого удлинения (остатки 276–303) [23, 24]. 
Область N-концевого удлинения вместе со вставкой 
большого пальца, называемой петлёй прайминга 
(priming loop) (остатки 790–812), является общими 
добавочными участками для RdRP, которые иниции-
руют синтез РНК de novo (в частности для семейства 
Flaviviridae), по сравнению с другими вирусными 
семействами, у которых эти вставки и удлинения 
отсутствуют [5, 21, 25, 38].

Известно, что крупные перестройки в белке NS5 
происходят не только за счёт области линкера, состо-
ящей всего из 10 остатков, но и за счёт N-концевого 
удлинения – достаточно протяжённого участка, со-
стоящего из 28 остатков [24]. Область N-концевого 
удлинения обеспечивает дополнительную гибкость 
на стыке доменов Mtase и RdRP и часто рассматри-
вается как часть домена Mtase [26, 30]. В результате 
исследований по направленному мутагенезу обна-
ружено, что мутации в четырёх последних остат-
ках 300–303 О-концевого удлинения приводят к 
уменьшению полимеразной активности до 40–70 % 
[30]. Функциональное значение зоны О-концевого 
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удлинения и всей междометной области в целом до 
конца не установлены. Существует предположение, 
что универсальность взаимодействий, возможных 
благодаря возникновению N-концевого удлинения 
в флавивирусном белке NS5, может значительно уве-
личить пространственную свободу для размещения 
домена Mtase относительно основного домена RdRP, 
что позволяет двум доменам принимать радикально 
отличные относительные ориентации в пространстве 
для переключений ферментативной активности [24].

В ходе исследований, касающихся сравнения бел-
ка NS5, у трёх субтипов вируса КЭ было обнаружено 
несколько интересных особенностей. Как оказалось, 
между последовательностями этого белка для даль-
невосточного, сибирского и европейского субтипов 
существует три полных субтипоспецифичных мута-
ции, одна из которых расположена в зоне N-концевого 
удлинения. Вторым немаловажным фактом является 
то, что вся междоменная область белка NS5 для трёх 
субтипов вируса КЭ изобилует мутациями, частично 
разделяющими субтипы, по сравнению с функцио-
нальными доменами белка, где подобные мутации 
встречаются значительно реже. 

Из данных наблюдений возникла идея детально 
рассмотреть всю последовательность белка NS5 для 
трёх субтипов вируса КЭ и выявить эволюционные 
особенности и функциональные закономерности, при-
сущие этим близкородственным группам штаммов. 

Материалы и Методы

В анализ были включены депонированные 
нуклеотидные последовательности штаммов трёх 
субтипов ВКЭ из банка данных NCSA при использо-
вании программных инструментов на языке Python 
и пакета Biopython. Всего было проанализировано 
216 штаммов вируса, представленных как полные 
геномы, из них 109 относились к сибирскому суб-
типу, 70 – к дальневосточному, 37 – к европейскому. 
Для определения позиций аминокислотных замен 
использовались пакет Mafft для построения множе-
ственного выравнивания [14] и специально разра-
ботанные вспомогательные программы и скрипты 
на языках программирования С++ и Python (https://
githib.com/sferanchuk/tbev_ns5). Фрагменты поли-
протеина разных штаммов, соответствующие белку 
NS5, были определены на основании выравнивания 
последовательностей полипротеина и аннотации 
положения отдельных белков в полипротеине от-
носительно дальневосточного штамма Dal’negorsk. 
Среди проанализированных штаммов были отобраны 
штаммы, использованные для представления ре-
зультатов: 28 – из дальневосточного субтипа, 6 – из 
сибирского, 7 – из европейского. Были рассчитаны 
позиции аминокислотных замен в полных выборках 
штаммов для каждого субтипа, критериями для от-
бора штаммов в рамках субтипа являлись наличие 
наиболее характерных аминокислотных замен и до-
полнительные факторы, такие как источник и место 
выделения вируса.

Отобранные штаммы использовались для по-
строения сводного множественного выравнивания и 
филогенетического анализа. Оценка статистической 

значимости гипотезы, предполагающей связь нали-
чия мутаций с разделением штаммов на две группы, 
проводилась с помощью «точного теста Фишера». 
Филогенетическое дерево было рассчитано с помо-
щью пакета FastMe методом neighbour-joining [11]. 
Для расчётов частично использовался веб-интерфейс, 
реализованный на сайте http://bri-shur.com. Для визу-
ализации филогенетического дерева использовался 
пакет Figtree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 
Для визуализации трёхмерных структур белков ис-
пользовался пакет NCSA Chimera [27].

результаты и обсуждение

В настоящем исследовании основное внима-
ние было сосредоточено на обсуждении различий 
штаммов ВКЭ дальневосточного субтипа, так как 
исследовательской задачей было обнаружение 
молекулярно-генетических особенностей белка 
NS5, гипотетически коррелирующих с различной 
патогенностью штаммов для человека. Хотя бес-
спорно определённый интерес вызывает и изучение 
штаммов ВКЭ сибирского и европейского субтипов, 
способное дополнить и расширить представление о 
роли эволюционно значимых мутаций в ключевом 
белке репликации вируса КЭ. 

Известно, что основным переносчиком в природе 
штаммов дальневосточного и сибирского субтипов 
является таёжный клещ Ixodes persulcatus, границы 
обитания которого проходят от Восточной Европы 
и Сибири до Китая и Японии, а также он обнаружен 
на западном побережье Финляндии [13]. Основным 
переносчиком штаммов Европейского субтипа слу-
жит европейский лесной клещ Ixodes ricinus, обита-
ющий в континентальной Европе и на Британских 
островах. Штаммы дальневосточного и сибирского 
субтипов предположительно развивались в течение 
длительного времени, по сравнению со штаммами 
европейского субтипа [22]. Территория распростране-
ния обоих видов клеща весьма обширна, но при этом 
идентичность нуклеотидных последовательностей 
штаммов внутри европейского субтипа значительно 
выше, чем у штаммов дальневосточного и сибирского 
субтипов, и составляет от 96 до 99 % в различных 
участках генома [12]. Причём столь низкая генетиче-
ская вариабельность внутри штаммов европейского 
субтипа не имеет корреляции с географическим 
ареалом обитания клеща и временем изоляции 
штамма, поэтому и для филогенетического анализа, 
и для сравнительного анализа последовательностей 
белка NS5 были использованы как прототипные, так 
и современные штаммы европейского субтипа, вы-
деленные из клещей и мозга мышей с территорий 
Финляндии и Германии (рис. 1, 2). 

В связи с тем, что для штаммов европейского 
субтипа нет достаточных сведений о различиях в 
патогенности для человека, данный параметр при 
филогенетическом анализе не учитывался.

Напротив, внутри сибирского субтипа генетиче-
ская вариабельность значительно выше, и просле-
живается зависимость от географического местоо-
битания клеща [10], а также существуют сведения о 
патогенности некоторых штаммов для человека [19].
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Поэтому учитывая оба этих параметра, для 
первого обзорного этапа исследования взят широ-
кий спектр современных штаммов, изолированных 
в последние десятилетия из клеща, из крови и мозга 
людей с территорий Восточной и Западной Сибири 
и Монголии (рис. 1).

Все штаммы коллекции вируса КЭ дальневосточ-
ного субтипа являются патогенными для человека, 
однако вызвали различную тяжесть заболевания. 
Часть штаммов была выделена из крови пациентов, 
инфицированных вирусом КЭ, но не имевших клини-
ческих проявлений инфекции (обозначенные как sfd 

рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основе сравнения аминокислотных последовательностей полнораз-
мерного белка NS5 исследованной коллекции штаммов дальневосточного субтипа вируса КЭ с включением ряда 
штаммов сибирского и европейского субтипов. 

fig. 1. Phylogenetic tree constructed from full-length NS5 protein sequences of the Far-East TBEV strains collection, with the addition of 
several selected strains of Siberian and European subtype.
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– субклиническая форма заболевания). Вторая часть 
штаммов выделена из мозга людей, умерших от эн-
цефалита с очаговыми формами. Эта группа штаммов 
условно обозначена как efd – энцефалитная форма за-
болевания (рис. 1) на основании сходства симптомов у 
заболеваний, характерных для этих штаммов [1]. Для 
детального сравнительного анализа последователь-
ности белка NS5 выбраны штамм из этих двух групп.

Существует и третья группа штаммов, которая 
вызвала лихорадочную форму заболевания (ffd), яв-
ляясь промежуточным эволюционным звеном между 
группами efd и sfd. Группа ffd не образует отдельный 
кластер на филогенетическом древе и была детально 
описана в предыдущей работе авторов [1]. Несмотря 
на то, что для группы ffd точно охарактеризована 
тяжесть индуцированного заболевания у человека, 
штаммы этой группы не имеют чётко очерченного на-
бора группоспецифичных замен и потому выпущены 
из анализа в данной работе.

Группы efd- и sfd-штаммов изолированы в Хаба-
ровском и Приморском крае, однако чёткой корреля-
ции между географическим ареалом распространения 
и патогенностью штаммов для человека не просле-
живается (рис. 1).

При анализе полных геномов efd- и sfd-штаммов 
установлено, что они содержат 17 специфичных мута-
ций, приводящих к значимым заменам аминокислот в 
вирусных белках NS3 и NS5 [1]. Причём 4 группоспеци-
фичных мутации локализованы в домене полимеразы 
неструктурного белка NS5, и 2 мутации локализованы 
в домене протеазы белка NS3. В то время как роль му-
таций в белке NS3 на примере штаммов Dal’negorsk и 
Prymorye-270 описана в предыдущей работе авторов 
[29], предстояло выяснить функциональное значение 
и провести сравнительный анализ мутаций в белке 
NS5 на примере тех же классических штаммов. 

По результатам филогенетического анализа бел-
ка NS5 достаточно широкого спектра штаммов, изо-
лированных из разных географических мест в разные 
годы и выделенных из различных биологических 
объектов (клещ, мышь, человек), становится ясно, что 
независимо от этих параметров субтипы вируса КЭ 
образуют три отдельные филогенетические клады.

Причём, как показывает сравнительный анализ 
последовательности белка NS5 трёх субтипов вируса 
КЭ, существует определённый набор субтипоспеци-
фичных мутаций, частично совпадающих с группоспе-
цифичными мутациями в штаммах дальневосточного 
субтипа, которые и определяют разделение их на три 
кластера филогенетического древа (рис. 1).

Сравнительный анализ полноразмерного белка 
NS5 был проведён на примерах представителей (по 
два штамма на субтип), что показано на рисунке 2. 

Изучение первичной и третичной структуры 
белка NS5

Исходя из сравнительного анализа выравнива-
ния белка NS5, можно сказать о том, что существует 
6 видов мутаций, из которых, не считая единичных, 
5 типов статистически значимых мутаций: субтипо-
специфичные – однозначно разделяющие штаммы по 
субтипу, комбинированные – субтипоспецифичные 
мутации, совпадающие с группоспецифичными по 

дальневосточному субтипу, сдвоенные сибирско-ев-
ропейские, профильные мутации – характерные для 
каждого субтипа в отдельности, группоспецифичные 
– мутации внутри дальневосточного субтипа между 
efd- и sfd-штаммами (рис. 2). 

Все 5 типов мутаций по большей части кластери-
зованы в определённых областях белка NS5, и лишь 
случайные одиночные мутации рассредоточены по 
неконсервативным участкам белка. При этом значи-
мые мутации локализованы либо в непосредственной 
близости, в окрестности от консервативных функцио-
нально стабильных регионов: вблизи активного цен-
тра метилтрансферазы и карманов связывания моле-
кулы РНК, кофакторов ГТФ и САХ, 7 консервативных 
мотивов A, B, C, D, F, G, H, а также  петли Прайминга, 
добавочного региона для всего семейства flaviviridae, 
двух карманов связывания ионов цинка, – либо об-
разуют большое скопление в зоне между доменами, 
которая также имеет консервативные участки и вы-
полняет важную роль в перегруппировке доменов для 
переключения ферментативных активностей белка 
NS5 (рис. 3). 

Исключением из этого правила являются му-
тации непосредственно внутри консервативного 
мотива E, перекрывающегося со вторым карманом 
связывания иона цинка: здесь обнаружены и комби-
нированная, и сдвоенная мутации. 

Одним из результатов исследования влияния 
группоспецифичных мутаций на функциональные 
особенности белка NS5, проведённого в работе [28] 
для дальневосточного субтипа, явилось наблюдение 
об изменении механизма перестроения доменов в 
белке, проявляющееся через зону междоменного 
интерфейса. Несмотря на то, что все группоспеци-
фичные мутации локализованы в домене полимеразы 
и существенно удалены от междоменного региона, 
эффект изменения свойств зоны IDI был косвенно 
объяснён с помощью ряда вычислительных экспери-
ментов, в том числе анализа нормальных мод (NMA), 
проведённых для структуры белка NS5. 

При движении атомов в белке часто можно обна-
ружить «коллективные эффекты», или согласованные 
изменения конформации отдельных фрагментов 
белка. Метод анализа нормальных мод позволяет 
определить некоторые характерные согласованные 
движения атомов молекулы белка путём расчёта 
малых колебаний атомов белка возле положения 
равновесия. Для белка NS5 наиболее важная степень 
свободы при колебаниях атомов («первая нормальная 
мода») состоит в одновременном смещении атомов в 
зонах локализации группоспецифичных мутаций и в 
зоне междоменного интерфейса. В целом проведён-
ные в работе расчёты указывают на специфические 
различия между динамическими свойствами белка 
NS5 для двух исследованных штаммов вируса. Эти 
различия затрагивают, главным образом, междомен-
ную зону, активный сайт метилтрансферазы и второй 
карман связывания иона цинка в домене полимеразы. 
Следует отметить, что описанные в настоящей работе 
различия между последовательностями белка NS5 в 
трех субтипах вируса также в основном относятся к 
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рис. 2. Сравнительный анализ белка NS5 штаммов трех субтипов вируса КЭ. Границы доменов и субдоменов обозначены 
в соответствии со следующей цветовой схемой: циан – домен Mtase; синий – субдомен RdRP «пальцы»; зелёный 
– субдомен RdRP «ладонь»; красный – субдомен RdRP «большой палец». Абсолютно консервативные участки по-
следовательности белка убраны, субтипоспецифичные мутации выделены чёрными блоками, комбинированные 
субтипо-/группоспецифичные мутации выделены красными блоками, сдвоенные мутации по сибирскому и евро-
пейскому субтипу отмечены красным жирным шрифтом и выделены серыми блоками, профильные мутации по 
субтипу отмечены чёрным жирным шрифтом и выделены серыми блоками в колонке выравнивания, одиночные 
мутации отмечены чёрным жирным шрифтом и выделены серыми блоками в единичной позиции.

fig. 2. Comparative analysis of NS5 protein strains for three TBEV subtypes. Bounds of domains and subdomains in protein sequence are 
shown according to a following color scheme: cyan – Mtase; blue – RdRP “fingers” subdomain; RdRP; green – “palm” subdomain; 
red – RdRP, “thumb” subdomain. The segments of protein with a complete identity were removed. The mutations which separate 
all three subtypes are labeled with black background; the mutations specific for both subtype and groups are labeled with red 
background; the mutations duplicated in Siberian and European subtypes are labeled with bold red letters and gray background; 
the mutations specific for a subtype are labeled with bold black letters and gray column; the singleton mutations are labeled with 
bold black letters and gray background. 
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фрагментам последовательности, соответствующим 
перечисленным выше структурным зонам белка.

Субтипоспецифичные мутации
При анализе аминокислотных последовательно-

стей штаммов разных субтипов обнаружено 3 ведущих 
позиции, первая из которых локализована в начале 
белка в домене метилтрансферазы 18 G/S/N (рис. 2, 
4а), вторая – в междоменной области N-концевого 
удлинения 297 R/G/E (рис. 2, 3, 4а), третья мутация 
671 V/I/L расположена в домене полимеразы в нижней 
центральной части субдомена ладони (рис. 4), следуя в 
выравнивании за консервативным мотивом С (рис. 2).

Три субтипоспецифичные мутации существенно 
отличаются по физико-химическим свойствам амино-

кислот и в пространстве находятся на поверхности с 
трёх разных сторон белковой глобулы (рис. 4а). Гипо-
тетически подобная локализация замен может влиять 
либо на образование димерного комплекса белка NS5, 
который, как предполагают в ряде работ [16, 32], не-
обходим для разрешения стерического парадокса в 
процессе реакции метилирования новообразованной 
вирусной РНК, либо на образование репликативного 
комплекса с другими неструктурными вирусными 
белками или неизвестными белками хозяина.

Комбинированные мутации
Комбинированные мутации – это три субтипо-

специфичных мутации, совпадающих с группоспе-
цифичными, у штаммов дальневосточного субтипа 

рис. 3. Сравнение междоменной области в белке NS5 в трех субтипах вируса КЭ. Название штаммов перечислены в том 
же порядке что и на рисунке 1. Синий – efd-штаммы дальневосточного субтипа; светло- и тёмно- оранжевый – 
sfd-штаммы дальневосточного субтипа. Серыми блоками выделены позиции с одной аминокислотной заменой; 
белыми блоками – позиции, отличающиеся более чем одной заменой аминокислоты; красными блоками – строго 
консервативные позиции среди всех крупных групп флавивирусов.

fig. 3. A comparison of inter-domain region in the NS5 protein for three TBEV subtypes. The labels of the strains are presented in the same 
order as in figure 1. Blue color – efd strains of Far-east subtype; light orange and dark orange – sfd strains of Far-east subtype. 
Positions with a single mutation are labeled with gray columns. Positions with two or more mutations are labeled with white columns. 
Red columns show the positions which are almost identical within all large flavivirus groups.
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634 S-T/S/A, 724 A-S/A/T, 832 А-T/A/М. При этом 
чёткое разделение наблюдается только для штаммов 
европейского субтипа, тогда как штаммы сибирского 

субтипа по трём описанным позициям совпадают с 
efd-группой дальневосточного субтипа (рис. 2, 4а). 
Три этих позиции подробно исследованы в преды-

рис. 4. Расположение в пространстве субтипоспецифичных, комбинированных, сдвоенных и профильных замен в фла-
вивирусном белке NS5: серым цветом представлены субтипоспецифичные замены, красным цветом – комбини-
рованные замены (а); алым цветом представлены сдвоенные сибирско-европейские замены (б); фиолетовым 
цветом выделены профильные замены сибирского субтипа (в); зелёным цветом представлены профильные за-
мены европейского субтипа, серым цветом обозначена поверхность белка NS5 (г). Все изображения построены 
на основе координат модели белка NS5 штамма Dal’negorsk.

fig. 4. Subtype-separating, combined, duplicated and subtype-specific mutations in NS5 protein. A) Mutations which separate all three 
subtypes are shown in gray, combined mutations are shown in red; B) mutations duplicated in both Siberian and European subtypes 
are shown in scarlet; C) mutations specific to Siberian subtype are shown in violet; D) mutations specific for European subtype are 
shown in green. The surface of NS5 protein is shown in light gray in all four images. The model of NS5 protein constructed using 
homology modeling for a sequence of Dal’negorsk strain was used to prepare the images.
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дущей работе авторов [28], основной вывод которой 
заключается в том, что группоспецифичные замены 
совпадают с траекторией нормальной моды белка 
NS5, рассчитанной по результатам молекулярно-ди-
намического эксперимента.

Сдвоенные сибирско-европейские мутации
Сдвоенные по сибирскому и европейскому суб-

типу мутации представляют собой самый много-
численный набор из 23 позиций и, как правило, 
локализованы вблизи либо по краям строго консер-
вативных, функционально значимых участков белка 
(на рис. 2 обозначены красным шрифтом). Мутации 
в белковой глобуле рассредоточены таким образом, 
что 5 из них расположены в домене Mtase, 1 – в меж-
доменном регионе, 3 – в субдомене пальца, и 14 му-
таций находятся в одной плоскости пространства, 
образуя скопление в субдомене ладони и нижней 
части субдомена большого пальца (рис. 4б). Если 
детально рассмотреть положение в пространстве 
данного набора замен в белке NS5 (рис. 4б), то оно 
практически полностью совпадает с траекторией 
первой нетривиальной нормальной моды для белка 
NS5 efd-штамма дальневосточного субтипа (штамм 
Dal’negorsk) [28]. Соответственно, можно высказать 
предположение о том, что по аналогии с изменением 
нормальной моды для белка NS5 sfd-штамма (штамм 
Primorye-270) и, как следствие, с изменением физики 
белка и относительной подвижности доменов, по 
тому же принципу может происходить изменение 
физики белка и подвижности доменов у штаммов си-
бирского и европейского субтипов. Данная гипотеза 
хорошо согласуется с концепцией об эволюционном 
снижении патогенного потенциала штаммов сибир-
ского и европейского субтипов за счёт появления и 
накопления сдвоенных мутаций в белке NS5.

Профильные мутации Сибирского субтипа
Из 12 профильных мутаций, характерных для 

сибирского субтипа (рис. 2, 3, 4в) 5 мутаций локали-
зованы в области IDI. Причём 1 мутация находится 
непосредственно перед строго консервативным 
участком среди всех крупных представителей 
флавивирусов, называемым Pivot – точка поворота 
доменов, 2 мутации расположены в конце области 
линкера, и 1 мутация – в зоне N-концевого удлине-
ния перед второй субтипоспецифичной мутацией 
(рис. 3). Остальные 7 мутаций рассредоточены по 
последовательности белка NS5, таким образом, что 
3 из них расположены в домене Mtase, 3 – в субдо-
мене пальцев и 2 – в субдомене большого пальца. 
Наибольший интерес вызывают мутации в домене 
метилтрансферазы, локализованные внизу кармана 
связывания РНК и в правой части кармана связы-
вания молекулы ГТФ (рис. 2, 4в). Второй важной 
особенностью является то, что основная часть замен 
сосредоточена с левой стороны структуры белка 
NS5 в междоменной зоне с примыканием субдомена 
пальцев и концевых структур домена метилтранс-
феразы (рис. 4в). 

Профильные мутации Европейского субтипа
Из 20 профильных мутаций, характерных для 

европейского субтипа, 6 мутаций локализованы в 
домене Mtase, 2 – в зоне IDI, 7 – в субдомене пальцев, 

1 – в субдомене ладони, 3 – в субдомене большого 
пальца (рис. 4г). Особый интерес вызывают 7 мутаций 
субдомена пальцев, которые лежат в той же плоскости 
что и 5 профильных мутаций междоменной области 
сибирского субтипа. Различие заключается в том, что 
7 профильных мутаций европейского субтипа распо-
ложены ниже междоменной области и сосредоточены 
в ложбине, образованной бета-складками субдомена 
пальцев. Эта вогнутая поверхность считается тради-
ционным перспективным местом для эффективного 
связывания с ингибиторами [40] и, как предполагают 
в литературе, является поверхностью связывания с 
доменом геликазы белка NS3 [2].

Часть мутаций образуют кольцо на входе в тун-
нель полимеразы, тогда как часть мутаций локализо-
ваны с правой стороны домена полимеразы мутации 
внизу субдоменов ладони и большого пальца (рис. 4г). 

Интересно отметить, что напротив мутаций, 
образующих скопление в области второго кармана 
связывания цинка (нижняя часть субдомена ладони 
и большого пальца), расположено скопление мутаций 
домена метилтрансферазы и междоменной области 
(рис. 4г). Расположение в пространстве сдвоенных 
сибирско-европейских и профильных мутаций не 
противоречит друг другу, они заполняют одни и те 
же области белка (рис. 4б, в, г).

В связи с тем, что группоспецифичные мутации 
штаммов ВКЭ дальневосточного субтипа детально 
изучены в предыдущих работах [1, 28], в настоящей 
работе будет излишним подробно останавливаться 
на их изучении.

заключение

Расчёт подвижности остатков для первой нетри-
виальной моды белка NS5 позволил обозначить три 
области в структуре белка с наибольшей степенью 
подвижности: 1) второй карман связывания иона 
цинка в домене полимеразы; 2) область N-концевого 
удлинения в междоменной зоне; 3) окружение актив-
ного центра домена метилтрансферазы. Для трех этих 
областей, которые условно можно назвать «опорными 
узлами», были обнаружены самые высокие значения 
согласованности движения атомов в белке NS5. Уди-
вительно что и три субтипоспецифичных мутации, об-
наруженные в результате выравнивания всех проана-
лизированных полногеномных последовательностей 
вируса КЭ, точно совпадают с тремя опорными узлами. 

В результате исследования обнаружено несколь-
ко специфических пулов в первичной и третичной 
структуре белка NS5, где плотность мутаций значи-
тельно выше, чем в среднем по последовательности 
и структуре белка, причём в найденных пулах на-
копления наблюдается характерное перекрывание 
мутаций различных типов. 

Удивительно и то, что первые два опорных узла 
в большей и третий узел в меньшей мере совпадают 
с пулами накопления всех остальных типов стати-
стически значимых мутаций – это более 30 позиций 
для Сибирского субтипа и более 40 позиций для 
европейского субтипа.

Столь высокое накопление мутаций в трех опор-
ных узлах, скорее всего, оказывает влияние на меха-
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низм перестроения доменов и переключение фермен-
тативных активностей белка и, так как большинство 
мутаций лежит на поверхности глобулы, возможно, на 
связывание с другими вирусными белками и сродство 
к разным клеточным белкам организма.

Так как движение атомов в трёх опорных узлах 
строго скоординировано, то изменения, вносимые 
мутациями, могут привести к возникновению не-
скольких равновероятных и равносуществующих 
сценариев регулировки функциональной активности 
полидоменного белка NS5 и, как следствие, к несколь-
ким сценариям репликативного цикла с участием 
вирусных и хозяйских белков. 

Таким образом, можно предположить, что в ходе 
эволюции у штаммов трёх субтипов вируса КЭ воз-
никли отличные равновозможные механизмы репли-
кации. Однако для подтверждения и более детального 
понимания физики белка NS5 необходимо провести 
дополнительные исследования по молекулярному 
моделированию этого белка штаммов сибирского и 
европейского субтипов. 

Открытым остаётся вопрос о том, существовал ли 
некий прототипный штамм, которому по большей ча-
сти присущ набор сдвоенных сибирско-европейских 
мутаций, или эта группа мутаций возникла наряду с 
профильными мутациями. 
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