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Белок ядерного экспорта (NEP) вируса гриппа А, являющийся одним из ключевых компонентов 
жизненного цикла вируса, может рассматриваться в качестве перспективной модели для изуче-
ния особенностей образования амилоидов вирусными белками. С  помощью атомно-силовой 
микроскопии проведены сравнительные исследования агрегационных свойств рекомбинант-
ных вариантов NEP, в том числе белка природной структуры, а также модифицированных 
вариантов с N- и C-концевыми His6-содержащими аффинными фрагментами. Все варианты 
белка в физиологических условиях способны образовывать агрегаты различной морфологии: 
мицеллоподобные наночастицы, гибкие протофибриллы, жесткие фибриллярные агрегаты ами-
лоидного типа и др. Присоединенный к С-концу His6-содержащий фрагмент оказывает наиболь-
шее влияние на кинетику агрегации и морфологию наночастиц, что свидетельствует о важной 
роли С-концевого домена в процессе самосборки белка. Моделирование методом молекулярной 
динамики не выявило существенного влияния His6-содержащих фрагментов на структуру бел-
ка, но продемонстрировало некоторые различия в подвижности этих фрагментов, что может 
объяснять наблюдаемые различия в кинетике агрегации различных вариантов NEP. Рассмо-
трены гипотетические механизмы образования и взаимопревращения различных агрегатов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус гриппа А, белок ядерного экспорта NEP, агрегация белков, полигисти-
дин-содержащие концевые добавки, атомно-силовая микроскопия.
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Принятые сокращения: АСМ  – атомно-силовая микроскопия; МД  – молекулярная динамика; NEP  – бе-
лок ядерного экспорта; NEP-C и NEP-N  – рекомбинантные белки NEP c (His)6-содержащим фрагментом на  
C- и  N-концах соответственно; RMSD  – среднеквадратическое отклонение.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Вирус гриппа  А является причиной острых 
респираторных заболеваний, приводящих зача-
стую к тяжелым осложнениям. По  данным Все-
мирной организации здравоохранения, ежегодное 
число заболеваний в мире приближается пример-
но к  1  млрд, из них с летальным исходом  – при-

мерно 600  000–700  000 (Глобальная программа по 
гриппу Всемирной организации здравоохранения; 
https://www.who.int/tools/flunet). Выявление инфек-
ционных факторов, влияющих на протекание за-
болевания и его тяжесть, является необходимым 
этапом разработки терапевтических подходов.  
Одним из чрезвычайно перспективных с этой 
точки зрения объектов в составе вируса гриппа А 
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является малоизученный белок NEP (nuclear export 
protein  – белок ядерного экспорта), который уча-
ствует в регуляции ряда важнейших процессов 
жизненного цикла вируса  [1–5]. В  предыдущих 
работах нами было обнаружено, что NEP склонен 
к самосборке в сферические агрегаты и фибрил-
лярные структуры амилоидного типа  [6,  7]. Были 
высказаны предположения относительно возмож-
ной роли этого явления на различных этапах раз-
множения вируса  [6,  8].

В литературе существует обширная инфор-
мация по амилоидообразованию эукариотиче-
ских белков, что в большинстве случаев сопря-
жено с развитием различных патологий  [9,  10]. 
В  то  же время данные об агрегации вирусных 
белков крайне немногочисленны  [11]. Однако не-
давние исследования указывают на то, что агре-
гаты вирусных белков могут служить факторами 
инфекционности  [12]. В  частности, особенности 
протекания вирусной инфекции Covid-19 увязы-
вают с амилоидной агрегацией ряда белков SARS-
CoV-2  [13–16]. В  случае вируса гриппа  А известно, 
что по крайней мере два белка, PB1-F2 и  NS1, яв-
ляющиеся ключевыми факторами вирулентности 
и участвующие в подавлении раннего иммунного 
ответа клеток, проявляют высокую склонность 
к агрегации амилоидного типа  [17–19]. Причем 
для PB1-F2 экспериментально установлено, что 
агрегаты способствуют нарушению целостности 
мембран митохондрий  [17,  20]. Еще одним пока-
зательным примером потенциально важной роли 
амилоидных агрегатов может служить белок  NSs 
вируса лихорадки Рифт-Валли, агрегаты которого 
обнаружены в различных компартментах клетки-
хозяина как на ранних, так и на поздних стадиях 
развития вирусной инфекции [21]. Таким образом, 
изучение молекулярных механизмов агрегации 
NEP позволит не только получить новые данные 
о функционировании вирусного аппарата, но и 
может послужить основой для разработки стра-
тегий целенаправленного воздействия на этот 
процесс в рамках поиска новых терапевтических 
препаратов.

Для проведения различных структурно-функ-
циональных исследований чрезвычайно важно 
располагать высокочистыми препаратами белков. 
Широкое распространение получил метод аффин-
ной хроматографии с использованием концевых 
His6-содержащих аффинных фрагментов  [22]. Од-
нако наличие таких дополнительных коротких 
последовательностей (тегов) может оказывать 
влияние на физико-химические и биологические 
свойства белка, а также на его функцию  [23–25]. 
Влияние размера, положения и типа аффинного 
тега на процесс агрегации белков в настоящее 
время изучено недостаточно, и существующие 
данные весьма противоречивы  [24,  26,  27]. Напри-

мер, в некоторых исследованиях показано, что 
положение тега (N-концевое или С-концевое) мо-
жет влиять на склонность белка к агрегации  [24, 
25, 27–29], хотя в других случаях такого эффекта 
не наблюдается  [28,  29]. Роль размера тега также 
остается неопределенной: в некоторых случаях 
его увеличение приводит к возрастанию склон-
ности белка к агрегации, в то время как для дру-
гих белков размер тега не оказывает значитель-
ного влияния  [25,  28–30]. Эти аспекты требуют 
дальнейшего систематического изучения для раз-
работки единой концепции влияния аффинных 
тегов на агрегацию белков.

Ранее нами были получены рекомбинант-
ные варианты NEP с His6-тегами на N- и С-кон-
цах (NEP-N и NEP-C), а также препарат, полностью 
соответствующий природной структуре (амино-
кислотная последовательность штамма A/Puerto 
Rico/8/1934 (H1N1))  [31]. Предварительные резуль-
таты показали склонность всех вариантов белка 
к агрегации [6, 7]. Целью данной работы являлось 
более детальное исследование влияния упомя-
нутых концевых добавок на характер агрегации 
вариантов NEP с использованием атомно-силовой 
микроскопии (АСМ). Оказалось, что вариант NEP-C 
демонстрирует наиболее высокие агрегационные 
свойства, что позволяет использовать этот вари-
ант белка как удобную модель для изучения раз-
личных аспектов амилоидообразования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и электрофоретический анализ 
белка. Конструирование экспрессионных сис
тем и выделение очищенных препаратов NEP, 
NEP-N и NEP-C описано в работах Golovko  et  al. 
[6,  31]. Концентрированные препараты белков 
(6–7  мкг/мкл) хранили при 4  °C в буферном раство-
ре, содержащем 20  мМ  Hepes (pH  7,2) и 0,5 М NaCl,  
и использовали в дальнейшем для изучения аг-
регации с варьированием условий инкубации.  
Аликвоты белковых препаратов (концентрация  –  
~1,5  мкг/мкл) непосредственно после выделе-
ния, а также после выдерживания при 4  °С в 
течение 3  мес. в буферном растворе, содержащем 
20  мМ  Hepes (pH  7,2) и 0,15 М NaCl, анализировали 
с помощью ДСН-ПААГ по методу Laemmli  [32] с 
использованием 15%-ного разделяющего ПААГ. 
Гели окрашивали Кумасси G-250. В  качестве бел-
кового маркера молекулярной массы использо-
вали PageRuler Prestained Protein Ladder («Thermo 
Scientific»,  США).

Атомно-силовая микроскопия. Для АСМ-ис-
следования белка аликвоты 5–10  мкл концентри-
рованного раствора белка разбавляли в 10–100 раз 
деионизованной водой или буфером, содержащим 
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10  мМ  Tris-HCl (pH  7,0) и 10  мМ  NaCl. Разбавлен-
ный белок (10  мкл) наносили на поверхность 
свежесколотой слюды на 5–10  мин, после чего 
высушивали в потоке воздуха. АСМ-исследова-
ния проводили на атомно-силовом микроскопе 
Nanoscope III A «Digital Instruments», США) в режи-
ме прерывистого контакта на воздухе с использо-
ванием коммерческих кантилеверов HA_NC (кон-
станты жесткости  – ~11,5 и 5,3  Н/м; резонансная 
частота  – ~254 и 152  кГц; «Типснано», Россия). 
Обработку изображений проводили в программе 
Фемтоскан (Центр перспективных технологий, 
Россия)  [33].

Молекулярная динамика. Полноразмерная 
структура для природной формы NEP была пред-
сказана с помощью программы AlphaFold2  [34]. 
Далее, моделирование проводили в программной 
среде GROMACS  [35] методом молекулярной дина-
мики  (МД) в воде в присутствии 150  мМ  NaCl в 
течение 100  нс при 300  К для получения равно
весной конформации, после чего белок нагре-
вали в течение 3  нс до 500  К методом имитации 
отжига. Далее, фиксировали положение остатков 
64–121 и моделировали белок при 500  К в тече-
ние 20  нс. Это привело к частичному разрушению 
α-спиралей на N-концевых участках белка. Итого-
вую структуру использовали в качестве началь-
ной для МД-моделирования в течение 200  нс. 
Модификации N- и С-концов проводили в графи-
ческом молекулярном редакторе. NEP-N был полу-
чен путем добавления аминокислотной последо-
вательности MHHHHHHSGGT к первому остатку, 
а NEP-C был получен путем добавления амино-
кислотной последовательности DPGSHHHHHHL к 
последнему остатку белка NEP штамма  A/Puerto 
Rico/8/1934 (H1N1) (запись в UniProt: P03508) в 
конформации, полученной нами по описанному 
выше протоколу.

Далее, белки моделировали в течение 200  нс 
в воде в присутствии 150  мМ  NaCl при темпера-
туре 300  К. Размеры ячейки составляли 729  нм3 
для всех трех изоформ. Использовалось силовое 
поле CHARMM36  [36] и модель воды  TIP3P. Про-
дуктивная стадия моделирования проводилась 
в NPT-ансамбле с шагом интегрирования 2  фс. 
Для термостатирования использовалась модель 
V-rescale, для баростатирования – C-rescale. Радиу-
сы обрезания кулоновских и ван-дер-ваальсовых 
сил составляли  1,2  нм.

Из траекторий продуктивного моделирования 
утилитой gmxsham получали ландшафты энер-
гии Гиббса относительно первой и второй глав-
ных компонент. Из  полученного ландшафта для 
каждой траектории извлекали все конформации, 
для которых энергия Гиббса имела минимальное 
значение. Репрезентативные структуры получали 
с помощью кластеризации по алгоритму  DBSCAN.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для получения рекомбинантных вариантов 
полноразмерного белка NEP (121  а.о., 14  500  Да) как 
природной структуры, так и содержащих аффин-
ные His6-теги, NEP-N (MHHHHHHSGGT на N-конце) 
и NEP-C (DPGSHHHHHHL на С-конце)  (рис.  1,  a), 
были использованы бактериальные экспресси-
онные системы, описанные ранее  [31]. Чистота 
полученных препаратов, а также их склонность 
к агрегации были продемонстрированы электро-
форезом в 15%-ном ДСН-ПААГ. На  рис.  1,  б пока-
зан анализ белковых растворов непосредственно 
после выделения (дорожки 1–3), а также после ин-
кубации в течение 3  мес. при 4  °С (дорожки 4–6). 
Во  всех случаях наблюдается накопление устой-
чивых к ДСН агрегатов, причем для NEP-C это 
накопление заметно выше, чем для других двух 
препаратов. Известно, что таким свойством  – 
устойчивостью к ДСН – обладают агрегаты амило-
идного типа. Также следует отметить, что замет-
ной деградации самих мономеров не наблюдается 
даже при длительной инкубации.

В настоящее время ведутся всесторонние ис-
следования различных аспектов амилоидообразо-
вания как in  vitro, так и in  vivo с использованием 
широкого арсенала физико-химических методов,  
генно-инженерных, молекулярно-биологических, 
микробиологических и клеточных технологий 
[37,  38]. Одним из наиболее плодотворных подхо-
дов к изучению агрегации белков in vitro является 
атомно-силовая микроскопия, которая позволяет 
не только визуализировать объекты в нанометро-
вом диапазоне, изучать морфологию и взаимо-
превращение наночастиц, но и получать количе-
ственные данные о ходе того или иного процесса 
(оценивать эффективность процесса, кинетику 
накопления продуктов, и  т.д.)  [39]. В  связи с этим 
метод АСМ был выбран в качестве основного для 
изучения особенностей агрегации в исследуемой 
системе.

На рис.  2–4 приведены АСМ-изображения 
наночастиц, присутствующих в растворах NEP, 
NEP-N и NEP-C. Во  всех случаях наблюдается ге-
терогенная смесь мономеров и более крупных 
частиц с различной морфологией. При этом в 
случае всех трех вариантов белка NEP наблюда-
ются заметные различия в скорости агрегации, 
в морфологии и размерах наночастиц, а также 
в  соотношении образующихся продуктов.

Агрегация белка природной структуры NEP 
происходит относительно медленно с формирова-
нием различных по морфологии агрегатов, пред-
положительно, по такому пути. В  первые сутки 
преобладают мономеры, а также малые олигоме-
ры  (рис.  2,  а  и  б) высотой до ~10  нм  (рис.  2,  ж), 
которые в результате «слипания» формируют  
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Рис. 1. Рекомбинантные варианты белка NEP, исследованные в работе. a  – Схематическое изображение. 
В  структуре белков прямоугольниками отмечены α-спирали C1 и С2 (по данным рентгеноструктурного ана-
лиза С-концевого фрагмента NEP  [24]), пунктирной линией – неструктурированная область  (НС), надписями 
«His» – полигистидин-содержащие аффинные теги MHHHHHHSGGT (для NEP-N) и DPGSHHHHHHL (для NEP-C). 
б  – Электрофоретический анализ в 15%-ном ДСН-ПААГ свежевыделенных  (I) и после выдерживания в тече-
ние 3  мес.  (II) при 4  °С препаратов NEP  (дорожки  1 и  4), NEP-N  (дорожки  2 и  5) и NEP-C  (дорожки  3 и  6);  
М  – белковые маркеры молекулярной массы

агрегаты зернистой структуры  (рис.  2,  в  и  г). 
Последние могут принимать разнообразные 
формы: сферические (так называемые «фрамбо-
идные»;  рис.  2,  в), короткие вытянутые (фибрил-
лярные) с неравномерной структурой (рис.  2,  в  и  г), 
кольцевые (рис. 2, г). Помимо этого, постепенно в 
результате слияния зернистых структур образуют-
ся «гладкие» мицеллоподобные агрегаты диамет-
ром от 15–40  нм  (рис.  2,  б) до 50–60  нм (рис.  2,  д), 
а также жесткие фибриллярные структуры ами-
лоидного типа  (рис.  2,  е).

Значительная агрегация NEP-N наблюдается 
уже в первые сутки после выделения препара-
та  (рис.  3,  а  и  б). В  смеси присутствует большое  
количество глобулярных частиц различного раз-
мера, высота которых варьирует от 1  нм, что со-
ответствует мономерам белка, до 50 нм (рис.  3,  г), 
что соответствует крупным агрегатам. Проме-
жуточные по размерам частицы представляют 
собой различные мультимеры белка, причем 
часть из них образует зернистые структуры (кон-
гломераты;  рис.  3,  а). Присутствует значительное 
количество вытянутых фибриллярных структур  

(типа «бусы на нити» [40]), состоящих из слипших-
ся олигомеров с высотой «бусин» около 5,5–6  нм 
(рис.  3,  б). Кроме того, в растворе накапливают-
ся также жесткие равномерные палочкообраз- 
ные фибриллы длиной до 1  мкм и высотой 
~5  нм  (рис.  3,  в). Таким образом, наличие His6-со-
держащего фрагмента на N-конце, по всей види-
мости, меняет кинетику агрегации NEP, но при 
этом формируются весьма сходные по структуре 
наночастицы: мультимеры, зернистые структуры, 
крупные сферические агрегаты, червеобразные 
и  палочкообразные фибриллы.

Агрегация NEP-С протекает с заметно более 
высокой эффективностью, чем в случае других 
вариантов белка: в растворе уже в течение пер-
вых часов после выделения образуются в большом 
количестве крупные мицеллоподобные агрегаты 
(фракции с диаметром 10–30  нм;  рис.  4,  а  и  д), 
которые затем в течение 12–24  ч трансформиру-
ются в гибкие червеобразные фибриллы с морфо-
логией «бусы на нити» длиной до  500  нм. При 
этом высота бусин (2,5–3,5  нм;  рис.  4,  б) меньше,  
чем в случае NEP-N  (рис.  3,  б).
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Рис. 2. АСМ-изображения природного белка NEP и его агрегатов. а  и  б  –  Срок хранения препарата после 
выделения составляет несколько часов (т.е.  исследованы в день выделения). в–е  –  Срок хранения препа-
рата после выделения составляет 5  мес. д  –  Присутствует эффект двоения изображения. Снизу приведе-
ны профили поверхности вдоль линий на соответствующих АСМ-изображениях. Вставки на панелях (а) 
и  (в) представляют собой увеличенные области поверхности, выделенные квадратом (размер вставок 
300  ×  300 и 150  ×  150  нм2 для  (а) и  (в) соответственно). ж  –  Гистограмма распределения высот объектов  
на панели  (а)
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Рис. 3. АСМ-изображения белка NEP-N и его агрегатов. Срок хранения препарата после выделения состав-
лял 1  день  (а  и  б) и 10  дней  (в). Снизу приведены профили поверхности вдоль линий на соответствую-
щих АСМ-изображениях. Вставка на панели  (б) представляет собой увеличенную область поверхности, 
выделенную квадратом (размер вставки 250  ×  250  нм2). г  –  Гистограмма распределения высот объектов  
на панели  (а)

Многочисленные АСМ-изображения соеди-
ненных с фибриллами мицелл предполагают, что 
именно мицеллы генерируют фибриллы, причем 
наблюдаются также разветвленные структуры, 
т.е.  когда несколько фибрилл соединены с одной 
мицеллой (рис.  4, б). В одной и той же смеси мож-
но различить фибриллы с мицеллами, а также 
свободные фибриллы разной длины, что может 
свидетельствовать о протекании последователь-
ных стадий образования фибрилл: зарождение ко-
роткого отростка, рост фибриллы, отдельно лежа-
щие фибриллы  (рис.  4,  б  и  в). Подобные процессы 
были замечены и для других амилоидогенных 
белков, включая такие, как пептид бета-амило-
ид  (Аβ), α-синуклеин, прион PrP мыши, транс-
тиретин и  др.  [41–44]. На  более поздних стадиях 
наблюдается присутствие палочкообразных агре-
гатов  (рис.  4,  г).

Полученные результаты схематично проил-
люстрированы на  рис.  5. Можно утверждать, что  

на начальных этапах во всех случаях в растворах, 
помимо мономеров, наблюдаются малые олиго-
меры  (от  2–3 до  10  нм). По  мере дальнейшего 
выдерживания препаратов при 8–20  °С (период 
наблюдения составлял от  1 до 150  суток) накап-
ливаются фракции более крупных агрегатов, име-
ющих сферическую форму, а также вытянутые 
фибриллярные структуры. Последние представ-
лены по крайней мере двумя морфологическими 
типами: гибкие фибриллы (протофибриллы), а 
также более жесткие палочкообразные структуры 
(высотой ~5 нм), соответствующие по морфологии 
зрелым амилоидам  [45,  46].

При анализе сходства и различий в харак-
тере агрегации исследуемых белков необходимо 
учитывать особенности структуры белка, а также 
возможные механизмы формирования различ- 
ных агрегатов.

Особенности структуры белка NEP. Согласно 
данным литературы, в молекуле NEP различают 
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Рис. 4. АСМ-изображения белка NEP-С и его агрегатов. Срок хранения препарата после выделения состав-
лял 1  день  (а), 8  дней  (б  и  в) и 14  дней  (г). Снизу приведены профили поверхности вдоль линий на соот-
ветствующих АСМ-изображениях. Вставка на панели  (б) представляет собой увеличенную область поверх-
ности, выделенную квадратом (размер вставки 65  ×  100  нм2). д – Гистограмма распределения высот объектов 
на панели  (а)
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Рис. 5. Схема, иллюстрирующая формирование различных агрегатов трех вариантов белка NEP с течением 
времени

протяженную неструктурированную N-концевую 
область и высокоструктурированный C-концевой 
домен, включающий амфифильную шпильку из 
двух антипараллельных α-спиралей: С1 (обогащена 
гидрофильными а.о.) и С2  (обогащена гидрофобны-
ми  а.о.)  [47]  (рис.  1,  а). Такая структура типична 
для большинства агрегирующих белков  [38]. Кро-
ме того, важным фактором образования амилоид-
ных фибрилл является наличие так называемых 
амилоидогенных участков, обогащенных гидро-
фобными аминокислотными остатками  [48]. Био-
информатический анализ последовательности 
NEP, проведенный нами ранее, показал, что наи-
более амилоидогенной областью является С-кон-
цевая α-спираль, включающая высокогидрофоб-
ный участок 95–121  а.о.  [7]. Таким образом, белок 
NEP обладает набором характерных структурных 
элементов, способствующих образованию структу-
рированных агрегатов различной морфологии [49].

Для изучения влияния концевых His6-содер-
жащих фрагментов на стабильность структуры 
белковых мономеров и их агрегационные свой-
ства было предпринято компьютерное моделиро-
вание методом МД поведения трех исследуемых в 
настоящей работе вариантов белка: NEP (121  а.о.), 
NEP-N  (132  а.о.) и NEP-C  (132  а.о.). Как упомина-
лось ранее, в литературе имеются данные рент-
геноструктурного анализа только для C-концевого 

домена белка NEP (PDB  ID: 1PD3)  [7], 63–116  а.о. 
Отсутствие таких данных для неупорядоченной 
N-концевой области не исключает возможности 
ее фолдинга при определенных условиях. Следует 
отметить, что ранее  [6] нами уже были предпри-
няты попытки смоделировать самосборку вариан-
тов белка NEP. В частности, с использованием про-
граммы TASSER была реконструирована структура 
мономеров и продемонстрирована возможность 
образования коротких олигомеров-кластеров во 
всех случаях. При этом строгой закономерности 
в  формировании кластеров не наблюдалось.

Современные достижения в области молеку-
лярного моделирования, включая методы искус-
ственного интеллекта, позволяют с гораздо боль-
шей степенью достоверности реконструировать 
структуру неупорядоченных областей. Примеры 
таких реконструкций имеются в литературе 
для ряда белков, таких как α-синуклеин, тау и 
TDP-43 [50,  51]. В  данной работе мы применили 
подобные подходы для предсказания структуры 
недостающей части белка NEP с помощью про-
граммы AlphaFold2, которая решает задачи рекон-
струкции пространственного фолдинга на основе 
первичной структуры  [34,  52]. Предсказанная та-
ким образом структура NEP представляет собой 
4  попарно параллельных α-спирали, включаю-
щие остатки 8–21, 29–49, 55–86, 94–119  (рис.  6,  а).  
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Рис. 6. Репрезентативные трехмерные структуры молекул NEP  (а), NEP-N  (б) и NEP-C  (в), полученные в ре-
зультате моделирования (200  нс) методом  МД. Указано положение N- и С-концевых областей

Поскольку такая укладка противоречит экспе-
риментальным данным, свидетельствующим о 
неупорядоченности структуры N-концевой ча-
сти  NEP, была предпринята попытка разрушить 
вторичную структуру в той части белка, кото-
рая соответствует неупорядоченному домену 
(1–63  а.о.). Для этого повышали температуру 
системы до 500  К, а затем проводили модели-
рование при этой температуре в течение 20  нс, 
зафиксировав координаты упорядоченной части 
(64–121  а.о.). Оказалось, что, в целом, α-спирали 
в области 1–63  а.о. обладают достаточно высокой 
стабильностью. Однако при нагреве наблюдается 
начало α  →  β-перехода, характерного для амилоид-
ных белков: между остатками 17–20 и 22–25 обра-
зовывалась β-складка  [53].

Реконструированная модель природного бел-
ка NEP  (рис.  6,  а) была использована в качестве 
стартовой для получения структуры модифициро-
ванных форм NEP-N и NEP-C, несущих концевые 

аффинные His6-содержащие фрагменты. Резуль-
таты моделирования в течение 200  нс  (рис.  6) 
демонстрируют, что все три изоформы белка до-
статочно стабильны, о чем свидетельствуют отно-
сительно низкие значения среднеквадратической 
флуктуации  (RMSF) и среднеквадратического от-
клонения  (RMSD)  (табл. 1). При этом наибольшую 
подвижность демонстрировали аффинные теги. 
Так, значения RMSD были существенно выше 
для модифицированных форм NEP по сравнению 
с  природной формой  (рис.  6; табл.  1, строки  1–3). 
Это связано с присутствием неструктурированно-
го аффинного тега, который вносит наибольший 
вклад в наблюдаемые различия. Следует отметить, 
что значения RMSD, подсчитанные для области 
1–121  а.о., у NEP и NEP-N одинаковые, а у NEP-С 
даже ниже, чем у природной формы, что говорит о 
некотором стабилизирующем эффекте С-концевой 
His6-последовательности на пространственную 
структуру белка NEP-С  (табл.  1,  строки  1,  4  и  5).

Таблица 1. Значения RMSD для структур вариантов белка  NEP, полученных методом  МД

Белок Анализируемый  
фрагмент, а.о.

Число анализируемых  
конформаций

RMSD, Å;
среднеквадратичное  

отклонение

NEP 1–121, весь белок 45 1,7

NEP-N 1–132, весь белок 83 3,3

NEP-C 1–132, весь белок 42 2,4

NEP-N 1–121, фрагмент 83 1,7

NEP-C 1–121, фрагмент 42 1,36
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Данные МД подтвердили наличие β-шпильки 
в области 17–25  а.о. у всех трех изоформ (рис.  6). 
Присутствие N-концевого аффинного тега у N-NEP 
в несколько раз повышало вероятность ее форми-
рования.

Таким образом, результаты моделирова-
ния методом МД трех вариантов белка NEP не 
выявили существенного влияния присоединен-
ных концевых фрагментов на общую (основную) 
структуру белка, что соответствует полученным 
ранее данным по круговому дихроизму [31]. Одна-
ко наблюдаемые некоторые различия в подвиж-
ности этих фрагментов могут оказывать влияние 
на формирование надмолекулярных структур, в 
частности, на самосборку белка. О  возможности 
агрегации по амилоидному типу всех трех белко-
вых изоформ свидетельствует обнаруженная при 
моделировании тенденция к переходу α-спиралей 
в β-структуру в N-концевой части белка.

Возможные механизмы агрегации. Как уже  
упоминалось, наблюдаемые нами различия в 
эффективности агрегации и морфологии обра-
зующихся продуктов могут быть связаны с раз-
личными путями формирования последних. Рас-
смотрим возможные механизмы образования тех 
или иных агрегатов и потенциальное влияние 
концевых добавок в случае NEP.

Мицеллоподобные агрегаты, известные 
также как «олигомеры», «мицеллы» и «амило-
сфероиды», описаны для различных амилоидоген-
ных белков  [44, 54,  55]. Их образование связано с 
амфифильной природой белковых молекул  [56]. 
В  случае NEP такой амфифильный домен лока-
лизован в С-концевой части  (см.  рис.  1,  а), благо-
даря чему все варианты белка способны генери-
ровать мицеллоподобные сферические агрегаты. 
Наибольшую эффективность в их образовании 
демонстрирует мутантный вариант NEP-C. Это, ве-
роятно, связано с влиянием полигистидин-содер-
жащего фрагмента, присоединенного к С-концу, 
который может (локально) изменять геометрию 
молекулы или способствовать дополнительным 
межмолекулярным взаимодействиям.

Гибкие фибриллярные структуры, извест-
ные как протофибриллы (включающие варианты 
«бусы на нити» и «червеобразные фибриллы»), 
считаются предшественниками зрелых амилоид-
ных фибрилл  [47]. Механизм формирования этих 
протофибрилл до конца не ясен. Такие прото-
фибриллы состоят из «бусин» диаметром от  2,5 
до  6  нм. Предполагается, что они формируются 
путем агрегации мелких олигомеров  [40, 57,  58], 
о  чем также свидетельствуют близкие размеры 
олигомеров и «бусин». Недавно были представ-
лены убедительные доказательства протекания 
такого процесса для белка ORF6 коронавируса 
SARS-CoV-2  [59].

Жесткие палочкообразные фибриллы вы-
сотой ~5  нм, обнаруживаемые в растворах всех 
трех белковых препаратов, могут соответство-
вать зрелым амилоидам  [42,  46]. Как правило, 
образование таковых идет по механизму «нуклеа-
ции», который предполагает относительно мед-
ленное формирование в растворе олигомерного 
ядра-затравки (скорость-лимитирующая стадия) 
с последующей быстрой элонгацией фибриллы 
за счет последовательного присоединения моно-
меров из раствора  [46,  60]. В  случае белка NEP-C, 
для которого характерна высокая эффективность 
агрегации, такие палочкообразные агрегаты по-
являются на более ранних этапах выдержива-
ния белка, чем в случае других вариантов белка. 
А  их общее содержание и линейные размеры 
становятся существенно больше. Это указывает 
на то, что образование амилоидов в этом случае 
может идти и по альтернативному пути, когда 
в качестве интермедиатов выступают сфериче-
ские (мицеллоподобные) агрегаты и/или образуе-
мые ими протофибриллы  [46,  49,  60]. Так, высокая 
концентрация белка в крупных мицеллоподоб-
ных агрегатах может способствовать быстрому 
образованию первичных амилоидных ядер (уско-
ренная нуклеация) с последующей ускоренной 
элонгацией фибрилл как за счет утилизации ма-
териала самих мицелл, так и за счет присоеди-
нения молекул белка из раствора  [61]. С  другой 
стороны, образующиеся в большом количестве 
протофибриллы могут трансформироваться в зре-
лые амилоиды либо за счет конформационной 
перестройки белковых молекул и постепенным 
уплотнением (компактизацией) фибрилл  [42,  48], 
либо в результате закручивания двух и более про-
тофибрилл друг относительно друга [46]. В пользу 
этого говорит то, что высота (диаметр  – ~5  нм) 
палочкообразных агрегатов (зрелых амилоидов) 
почти в 2  раза превышает диаметр червеобраз-
ных протофибрилл (~2,5–3,5  нм;  рис.  4,  в  и  г).

Присоединенный к С-концу His6-содержащий 
фрагмент в наибольшей степени влияет на ки-
нетику агрегации и морфологию образующихся 
наночастиц, что связано с тем, что С-концевой 
домен белка, по-видимому, является ключевым 
для формирования агрегатов. При этом усиле-
ние агрегационных свойств может происходить 
как за счет локального изменения конформации 
белка, так и в результате появления дополнитель-
ных контактов между белковыми молекулами.  
В  то же время важную роль при образовании 
высокоструктурированных агрегатов может иг-
рать общая геометрия белковой молекулы, а 
именно соотношение размеров и взаимное рас-
положение доменов (гидрофильных/гидрофобных, 
структурированных/неструктурированных и  др.). 
На  это косвенно указывают некоторые эффекты, 
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наблюдаемые для ряда известных амилоидоген-
ных белков. В частности, вариант бета-амилоидно-
го пептида Аβ-42, имеющий на C-конце два допол-
нительных аминокислотных остатка, агрегирует с 
большей скоростью, чем вариант Аβ-40 [62]. Более 
того, агрегационные свойства Аβ-42 еще больше 
усиливаются в результате дополнительного при-
соединения к С-концу фрагмента, содержащего 
His6  [63]. Важность геометрических факторов под-
тверждается также выявленной корреляцией ме-
жду числом повторяющихся остатков глутамина 
в составе некоторых ассоциированных с нейро-
дегенеративными заболеваниями белков (хан-
тингтина, атаксинов и  др.) и их агрегационными 
свойствами  [64].

Немногочисленные и достаточно противо-
речивые данные о влиянии позиции и размеров 
полигистидиновых тегов в составе некоторых ре-
комбинантных белков на их склонность к самоас-
социации также могут свидетельствовать о роли 
именно соотношения размеров определенных до-
менов, участвующих в самосборке. В  частности, 
в работе Ayoub  et  al.  [30] для двух мембранных 
белков AdiC и протеородопсина было показано, 
что присоединение полигистидинового тега спо-
собствует олигомеризации белков, причем эта 
тенденция усиливается с увеличением размера 
присоединенного фрагмента. Аналогичные эффек-
ты наблюдались и для капсидного белка вируса 
ящура  [29], а также белка аквапорина  AqpZ  [28]. 
Причем в этих двух последних случаях положе-
ние полигистидин-содержащего фрагмента (на 
N- или С-конце) не оказывало значительного 
влияния на эффективность самосборки белков. 
Однако имеются работы, где склонность к агре-
гации зависит от положения тега. Например, в 
случае рекомбинантных вариантов аденилосук-
цинат-синтетазы Helicobacter pylori  [24], пневмо-
коккового поверхностного белка SP0845  [27] и 
фрагмента меразоитного белка MSP1 малярийно-
го плазмодия  [26] N-концевое положение тега (в 
отличие от С-концевого) способствует агрегации. 
В  одной из недавних работ, посвященной деталь-
ному исследованию влияния позиции и размеров 
различных встроенных участков на агрегацию 
и другие свойства ряда белков  (sfGFP, mCherry 
и  ADH), показано, что такое влияние чрезвычай-
но индивидуально и не позволяет вывести четкие 
закономерности [25]. Тем не менее все эти данные 

не противоречат высказанной в настоящей рабо-
те гипотезе о том, что изменение геометрических 
параметров (линейный размер, объем) белковых 
доменов, вызванное встраиванием дополнитель-
ных фрагментов, приводит к тем или иным эф-
фектам. Исследование особенностей структуры 
конкретного белка позволит лучше понять, как 
можно целенаправленно воздействовать на его 
свойства, включая агрегационные.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в настоящей работе было 
впервые продемонстрировано влияние His6-содер-
жащих аффинных модулей (тегов) на агрегацию 
вирусного белка NEP в зависимости от их локали-
зации на N- или С-конце. Установлено, что белок, 
содержащий такой модуль на С-конце, вблизи 
амилоидогенной области NEP, обнаруживает бо-
лее высокую склонность к агрегации, в том числе 
амилоидного типа, что делает этот вариант белка 
очень удобной моделью для изучения различ-
ных аспектов амилоидообразования. Высказаны 
также гипотезы о возможном влиянии дополни-
тельно присоединяемых участков на эффектив-
ность агрегации и морфологию образующихся  
агрегатов.
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The nuclear export protein (NEP) of the influenza  A virus, being one of the key components of the 
virus life cycle, is a promising model for studying the characteristics of formation of amyloids by 
viral proteins. Using atomic force microscopy, comparative studies of the aggregation properties of 
recombinant NEP variants, including the protein of natural structure, as well as modified variants with 
N- and C-terminal affinity His6-tags, were carried out. All protein variants under physiological condi-
tions are capable of forming aggregates of various morphologies: micelle-like nanoparticles, flexible 
protofibrils, rigid amyloid fibrils, etc. The His6-tag attached to the C-terminus has the greatest effect 
on the aggregation kinetics and morphology of nanoparticles, which indicates the important role of 
the C-terminal domain in the process of protein self-assembly. Molecular dynamics simulation hasn’t 
revealed the substantial influence of His6-containing fragments on the protein structure but demon-
strated some variations in the mobility of these fragments that may explain the observed differences 
in the aggregation kinetics of different NEP variants. Hypothetical mechanisms for the formation and 
interconversion of various aggregates are considered.

Keywords: influenza  A  virus, nuclear  export  protein  NEP, protein  aggregation, poly(His)-tags, atomic 
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