
ВВЕДЕНИЕ 

Лечение и профилактика заболеваемости
гриппом остаётся в настоящее время актуальнейшей
проблемой, затрагивающей сотни миллионов людей
в год. На сегодня все белки вируса хорошо изучены,
и каждый рассматривается как потенциальная
мишень для лекарственных средств. Один из них –
нейраминидаза (КФ 3.2.1.18) – играет важную
роль в проникновении возбудителя в клетки
и в выходе образовавшихся вирионов из клетки [1].
Нейраминидаза отщепляет остаток сиаловой кислоты
от полисахаридов мембраны эритроцита, облегчая
тем самым высвобождение вновь образованных
вирусных частиц с поверхности заражённых клеток,
а также, вероятно, помогает вирусным частицам
проникать через слизистые оболочки. В настоящее
время в качестве лекарственных средств используются
ингибиторы 2-го поколения нейраминидазы вирусов
гриппа А и В (табл. 1), такие как оcельтамивир
(TamifluÔ), занамивир (RelenzaÔ) и перамивир
(применяется ограниченно из-за внутривенного
способа введения и/или высокой токсичности [2]),
а также новый препарат ланинамивир. Однако,
благодаря высокой изменчивости, вирус гриппа
быстро формирует новые штаммы, резистентные
к химиопрепаратам [3]. Современные методы
компьютерного моделирования могут помочь
преодолеть эту проблему. Так, используя
модифицированную с использованием виртуального
мутагенеза модель белка мишени, можно предсказать
значения оценочных величин, характеризующих

связывание данного лиганда с рецептором
(IC50 – концентрации, вызывающей 50% торможение
активности фермента, Ki – константы ингибирования
фермента, или Kd – константы диссоциации
лиганд-ферментного комплекса). Данный подход
позволяет существенно сузить спектр соединений,
требующих экспериментальной проверки. 

Компьютерное моделирование в области разработки
потенциальных ингибиторов нейраминидазы вируса
гриппа широко применяется уже более 20 лет [4, 5];
однако, как правило, такие работы проводят
для отдельных вариантов нейраминидазы, считая,
что выбранный исследователями штамм наиболее
патогенный, либо по каким-то другим причинам [4, 5].
Тот факт, что в человеческой популяции
циркулирует множество различных штаммов вируса
“компьютерными химиками” часто игнорируется,
что, по нашему мнению, принципиально неправильно.

Основой для данной работы служит гипотеза
о минимизации вероятности возникновения
резистентности в случае, если ингибитор не обладает
узкой специфичностью к какому-то отдельному
серотипу, а связывается примерно в равной степени
с нейраминидазами всех (или большинства)
штаммов, пусть и с меньшим сродством. При этом,
желательно, чтобы взаимодействия ингибитора
с аминокислотными остатками не имели явно
выраженных детерминант. Вероятность же нескольких
одновременных мутаций существенно ниже;
кроме того, фермент при этом может потерять
свою специфичность.
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Представлены предварительные результаты универсальной модели предсказания значений IC50
ингибиторов нейраминидазы вируса гриппа произвольного штамма. В уравнениях предсказания использовали
в качестве независимых переменных энергетические параметры комплексов, полученные в результате
моделирования 30 вариантов структур нейраминидаз, с последующим докингом и симуляцией молекулярной
динамики. В качестве лигандов в работе рассмотрены молекулы известных лекарственных средств –
ингибиторов нейраминидазы – осельтамивира, занамивира и перамивира, а также субстрат этого фермента –
MUNANA. Использование расчётных параметров комплексов ингибиторов с нейраминидазой не дало
возможности построить корреляционное уравнение с приемлемыми параметрами (R2

£0,3). Однако, если
использовать информацию о связывании с нейраминидазой субстрата, относительно которого были измерены
величины IC50, то полученные уравнения предсказания IC50 становятся значимыми (R2

³0,55). Делается вывод,
что уравнения, объединяющие не только различные лиганды, но и множество вариантов таргетного белка
их связывающих,  в случае использования как целевого параметра величины IC50 должны учитывать и связывание
субстрата, относительно которого в эксперименте измеряли величину IC50. В этом случае, использование
смоделированных белков оправдано. Предсказательная сила таких моделей критически зависит от качества
моделирования комплексов. 
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Для проверки указанной гипотезы требовалось
построить математическую модель (или комплекс
моделей) для предсказания величины ингибиторной
силы лиганда. Стоит заметить, что использование
данных рентгеноструктурного анализа белковых
молекул мутантных штаммов не было возможным в
виду их отсутствия. В данной ситуации, как было
показано ранее [6], сведения о трёхмерной структуре
рецептора могут быть получены путём моделирования
по гомологии, а смоделированные структуры можно
успешно применять для создания предсказательных
моделей активности ингибиторов нейраминидазы
вируса гриппа. В отличие от предыдущей работы,
помимо моделирования третичной структуры белка
конкретного штамма, нами также были учтены
одиночные мутации, внесение которых в имеющуюся
структуру значительно более простая процедура.
Стоит упомянуть, что для создания общей
универсальной модели одной из предпосылок стало
обилие литературных данных об активности
занамивира, осельтамивира и перамивира (рисунок)
на широком спектре штаммов. Как и ожидалось,
трёхмерные структуры нейраминидаз этих штаммов,
полученные рентгеноструктурным анализом,
в основном не доступны. Однако, в ряде случаев
имеются близкие гомологи, имеющие высокую
идентичность аминокислотной последовательности
с белками целевых штаммов, то есть для таких
белков можно построить достоверные модели
трёхмерной структуры.

МЕТОДИКА

Как и в предыдущей работе [6], создание
предсказательных моделей проводили на основании
параметров комплексов, рассчитанных методом
MM-PBSA (MM-GBSA) [7]. Подготовку данных, докинг
и молекулярную динамику выполняли средствами
программ Dock 6.7 [8] и Amber 16.0 [9] (поля сил
FF14SB и GAFF2) по схеме, описанной ранее [10].
Время симуляции для молекулярной динамики было
по 0,5 нс для каждого из подготовительных этапов
(разогрев системы с использованием полноатомной
модели воды и кубических периодически граничных
условиях, выравнивание давления и уравновешивание
системы). Конечную симуляцию выполняли
для отрезка в 1 нс и записывали 25 состояний системы,
по которым получали усреднённые значения
энергетических вкладов, рассчитанных методом

MM-PBSA (MM-GBSA). В уравнениях использовали
следующий набор независимых переменных –
молекулярная масса ингибитора; изменение величины
электростатического взаимодействия (ELE); изменение
величины ван-дер-ваальсовых взаимодействий (VDW)
а также гидрофобный (PBSUR) и сольватационный
(PBCAL) вклады в изменение свободной энергии,
рассчитанной методом Пуассона-Больцмана (PB),
аналогичные вклады, рассчитанные обобщенным
методом Борна (GB) (GBSUR и GB); рассчитанные
модулем NMODE [9] значения трансляционного
(TSTRA), ротационного (TSROT) и колебательного
(TSVIB) энтропийных вкладов. Уравнения
линейной регрессии оценивали по величине Q2

в процедуре скользящего контроля методом
исключения по одному.

Данные по ингибиторной активности (IC50, табл. 1)
используемых соединений были взяты из работ [11, 12].
Для исследования нейраминидазы вируса гриппа
использованы данные только для тех штаммов,
для которых имелись высокогомологичные аналоги
(идентичность по последовательности 90% и выше)
с известной трёхмерной структурой. Таким образом,
были отобраны 30 вариантов нейраминидазы вируса
гриппа А (7 серотипов), для каждого из которых
были известны значения IC50 для трёх ингибиторов.
Варианты фермента из работы [12] представляют
собой мутированные белки из двух штаммов
вируса гриппа, отличающиеся от нейраминидазы
“дикого” типа всего одной аминокислотной заменой.
Во всех случаях, включенных в данное исследование,
активность нейраминидазы (и её торможение)
измеряли с одним и тем же субстратом – 2¢-(4-метил-
умбеллиферил)-альфа-D-N-ацетилнейраминовой
кислотой (MUNANA, рисунок). Для регуляризации
ошибки в уравнениях использовали величину pIC50

с общим диапазоном значений от 4,55 до 10,22.
С учётом выброса трёх сильно выпадающих значений
для осельтамивира, нижняя граница диапазона pIC50

составила 6,6.

Прототипы для моделирования трёхмерной
структуры различных вариантов нейраминидазы
(табл. 1) были взяты из ProteinDataBank [13].
Трёхмерную структуру моделировали виртуальным
мутагенезом с использованием средств пакета SybylX
[14], осуществляя необходимые аминокислотные
замены с последующей минимизацией радикалов
аминокислотных остатков при фиксированной
конформации основной.

ПРЕДСКАЗАНИЕ ИНГИБИРОВАНИЯ НЕЙРАМИНИДАЗЫ ПРОИЗВОЛьНОГО ШТАММА
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Рисунок. Структуры ингибиторов нейраминидазы вируса гриппа и субстрата MUNANA, использованные в работе. 
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РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При проведении процедуры докирования
мы не ставили перед собой цели “получить комплекс
любой ценой”, и в 5 случаях из 90 процедура
не нашла решения. Первоначальная модель (модель №1,
табл. 2) не показала удовлетворительного результата.
Также стоит отметить, что из 10 независимых
параметров, рассчитанных для каждого комплекса
“рецептор-лиганд”, во всех уравнениях использовали
только 9, так как вклад величины колебательного
(TSVIB) энтропийного компонента во всех вариантах
фактически обнулялся.

Полный цикл симуляции молекулярной динамики
проводили для трёх вариантов фермент-лигандного
комплекса, полученных после докирования.
Используемая нами схема отбора вариантов
комплексов для каждого из лигандов предполагала
отбор лучших по совокупной энергии комплексов
фермент-лиганд, рассчитанной методом PB, из трёх
вариантов наилучших по оценочной функции
процедуры докирования. Этот подход не всегда
даёт результат, согласующийся с данными
рентгеноструктурного анализа. Однако, в данном
случае для всех трёх ингибиторов известно,
как каждый ингибитор обычно расположен в месте
связывания. Таким образом, можно отобрать только
те варианты, которые не противоречат обычной
ориентации ингибитора (табл. 1). Пять вариантов
комплексов (из 3-х лучших, сохранённых после
докирования) не удовлетворяли этому условию.
Но и это не дало какого-либо значимого улучшения
результата (модель 2, табл. 2). Необходимо отметить,
что лиганды нейраминидазы вируса гриппа, исключая
группу ароматических ингибиторов, имеют в своей
структуре центральный цикл (рисунок), при котором
заместители могут занимать как экваториальное,

так и аксиальное положение относительно плоскости
цикла. Процедуры докирования (в частности,
это однозначно справедливо для программы Dock)
не могут изменить конформацию центрального
цикла и перевести аксиальные заместители
в экваториальные и наоборот, хотя в реальных
условиях эти перестроения легко происходят.
В случае небольших заместителей симуляция
молекулярной динамики может выполнить подобное
перестроение, но не гарантировано. В случае же
объёмных по структуре заместителей этого не стоит
ожидать совсем. В нашем случае ориентация
заместителей при центральном кольце относительно
его плоскости изначально соответствовала той,
что наблюдается в комплексах нейраминидазы
вируса гриппа с её лигандами в разрешённых
рентгеноструктурным методом структурах. Однако,
в случае, если лиганды не будут иметь известных
аналогов, эту проблему необходимо учитывать,
либо использовать при докировании несколько
вариантов конформаций молекул.

Зависимая величина, для предсказания которой
были построены представленные уравнения, – IC50 –
не самый лучший параметр для предсказания,
в отличие, например, от Kd, которая полностью
определяется парой лиганд/белок. Величина IC50

зависит также и от параметров субстрата,
относительно которого она измеряется. Наши расчёты
были произведены с использованием данных,
полученных для одного субстрата – MUNANA.
Но в отличие от случая, когда имеется большой ряд
низкомолекулярных соединений и один белок
в качестве мишени (вклад субстрата при этом можно
считать постоянным), в нашем исследовании параметры
взаимодействия субстрата с нейраминидазой
отличаются в зависимости от того, какой вариант
белка использован для анализа.

ПРЕДСКАЗАНИЕ ИНГИБИРОВАНИЯ НЕЙРАМИНИДАЗЫ ПРОИЗВОЛьНОГО ШТАММА
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Таблица 2. Характеристики полученных уравнений предсказания pIC50

Модель R2 Станд.
ошибка

Критерий
Фишера (F)

Значимость
критерия F (p)

Число
наблюдений

Описание

Модель 1 0,16 1,065 1,540 0,148 85
Отбор лучших вариантов докирования
по параметру PBTOT

Модель 2 0,19 0,880 1,816431 0,080 80
Отбор с учётом положения лигандов
после докирования

Модель 3 0,26 0,909 1,681349 0,120 67
Отбор с учётом положения лигандов
после докирования и наличие модели
комплекса с субстратом 

Модель 4 0,55 0,578 5,377876 8,77E-005 67

Отбор с учётом положения лигандов после
докирования и наличие модели комплекса
с субстратом, независимые переменные –
разность величин для лиганда и субстрата

Модель 5 0,30 0,715 1,666052 0,140 62
Отбор с учётом положения лигандов после
докирования и наличие модели комплекса
с субстратом (диапазон 7,15 до 10,22)

Модель 6 0,65 0,490 8,743755 8,15E-007 62

Отбор с учётом положения лигандов после
докирования и наличие модели  комплекса
с субстратом, независимые переменные –
разность величин для лиганда и субстрата
(диапазон 7,15 до 10,22)
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В PDB не нашлось кристаллической структуры
комплекса MUNANA с нейраминидазой вируса
гриппа, поэтому был применён немного другой
подход. Предположим, что “правильным” будет
тот вариант ориентации молекулы, который,
с одной стороны, энергетически выгоден, а с другой,
повторяется максимально часто при варьировании
места связывания. Результаты докирования были
проанализированы с учётом этого допущения.
В конечном итоге, всего было отобрано 24 из 30
возможных комплексов (табл. 1) MUNANA
с нейраминидазами, что в сумме с имеющимися
вариантами для ингибиторов дало 67 наблюдений.
В этом случае, в качестве независимых переменных
при построении уравнений была использована
разность величин параметров для комплексов
МUNANA/текущий вариант нейраминидазы и
ингибитор/текущий вариант нейраминидазы. Такой
вариант позволяет существенно улучшить качество
построенных уравнений (модель 4, табл. 2);
при этом улучшение именно качественное,
а не за счёт удаления части наблюдений (для сравнения
приведены параметры модели №3 для того же
набора из 67 комплексов, но без учёта данных
по комплексам с MUNANA).

Полученная для модели 4 величина R2, равная 0,55,
может быть признана удовлетворительной, учитывая
сложность моделирования комплексов, усреднённый
характер независимых переменных и неоднозначность
в выборе использованных вариантов комплексов
для MUNANA. При детальном анализе всех
67 комплексов, наибольшие сложности возникают
с 5 наблюдениями, pIC50 которых меньше 7
(то есть в данном случае – наиболее плохо
ингибирующими вариантами). Отчасти, это может
быть обусловлено тем, что плотность наблюдений
в диапазоне от 4,55 до 6,94 драматически отличается
от диапазона от 7,15 до 10,22 (5 наблюдений
в первом интервале, и 62 наблюдения во втором,
соответственно), где распределение наблюдений
относительно равномерно по величине pIC50.
Если при построении корреляционных уравнений
ограничиться вторым диапазоном (модели №№ 5 и 6,
табл. 2) результат существенно улучшается. Кроме
того, лишний раз подтверждается, что использование
варианта с привлечением данных по субстрату даёт
качественное улучшение, не связанное с “подгонкой”
выборки. А недостаточное качество уравнений,
связанное с неравномерностью имеющихся данных,
может быть исправлено путём добавления данных
из других источников.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итоги выполненной работы, стоит ещё раз
подчеркнуть значимость использования параметров
связывания субстрата для предсказания такой
величины как IC50, относительно которой проводятся
измерения в эксперименте. Моделирование
трёхмерной структуры белка в случае отсутствия

сведений о кристалле даёт приемлемые результаты.
Однако, стоит отметить, что предсказательная
сила моделей, основанных на смоделированных
структурах, критически зависит от качества
моделирования комплексов.
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CREATION OF A GENERALIZED MODEL PREDICTION OF INHIBITION 
OF NEURAMINIDASE OF INFLUENZA VIRUS OF VARIOUS STRAINS

A.V. Mikurova, V.S. Skvortsov

Institute of Biomedical Chemistry, 
10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; e-mail: a.mikurova@ibmc.msk.ru

Preliminary results of construction of overall model for prediction of IC50 value of ligands of influenza virus
neuraminidase of any strain are presented. We used MM-PBSA (MM-GBSA) energy terms calculated for the complexes
obtained after modeling of 30 variants of neuraminidase structures, subsequent docking and simulation of molecular
dynamics as independent variables in prediction equations. The structures of known neuraminidase-inhibiting drugs
(oseltamivir, zanamivir and peramivir) and a neuraminidase substrate (MUNANA) were used as ligands.
The correlation equation based on calculated energetic parameters of inhibitor complexes with neuraminidase
did not result in the prediction of IC50 with acceptable parameters (R2

£0.3). However, if information about binding
energy of the substrate used for neuraminidase assay (and IC50 detection) is included the resulting IC50 prediction
equations become significant (R2

³0.55). It is concluded that models based on IC50 values as a predictable variable
and combining information about binding of different ligands to different variants of the target proteins must take
into account the binding properties of the substrate (used for IC50 determination). The predictive power of such
models depends critically on the quality of the modeling of the ligand-protein complexes.

Key words: influenza virus neuraminidase; inhibitors; computational methods; QSAR


