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Пневмококки (Streptococcus pneumoniae) – 
грамположительные бактерии, обитающие в но-
соглотке большинства людей и в норме не вы-
зывающие заболеваний, поскольку постепенно 
уничтожаются иммунной системой здорового 
человека [1]. Однако при ослаблении иммунитета 
бактерии из носоглотки могут попасть в нижние 
(в норме стерильные) участки респираторного 
тракта, что вызывает сильную воспалительную 
реакцию [2]. Дальнейшее проникновение пневмо-
кокков через дыхательный эпителий в другие тка-
ни организма может вызвать отит среднего уха, 
синусит, а также такие угрожающие жизни забо-
левания, как менингит и сепсис [3]. Ключевой фа-
зой пневмококковой колонизации носоглотки яв-
ляется формирование организованной биоплен-
ки на поверхности дыхательного эпителия [4]. 

Нейраминидазы, будучи ключевыми факторами 
вирулентности S. pneumoniae, способствуют ко-
лонизации бактерий, отрезая концевые остатки 
сиаловой кислоты олигосахаридных рецепто-
ров на поверхности клеток дыхательного эпи-
телия человека. Под действием нейраминидаз 
высвобождаются рецепторы для бактериальной 
адгезии, а также снижается вязкость слоя сли-
зи, покрывающего дыхательный эпителий. Про-
дукт нейраминидазной активности – сиаловая 
кислота – используется бактериями в качестве 
источника питания, а также служит сигналом к 
образованию биопленки. 

Геном разных штаммов S. pneumoniae может 
кодировать до трех гомологичных нейраминидаз 
(NanA, NanB и NanC), имеющих существенные 
различия в аминокислотной последовательности, 
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субстратной специфичности и типе катализи-
руемой реакции [5]. Конкретная роль каждой 
из трех нейраминидаз плохо изучена. Прове-
денные исследования не выявили участия NanC 
в развитии пневмококковой инфекции, однако 
было установлено, что NanA и NanB играют 
важную роль в патогенезе S. pneumoniae. Экс-
перименты на животных с использованием му-
тантов пневмококка, дефектных по генам NanA 
и NanB, показали, что патогенность таких му-
тантов сильно падает, при этом нейраминидаза 
NanB способна лишь частично компенсировать 
отсутствие NanA [6, 7]. Установлено, что NanA 
присутствует у всех штаммов S. pneumoniae, в 
то время как NanB и NanC есть лишь у 96 и 51% 
штаммов соответственно [8]. Ферментативная 
активность нейраминидазы NanA значительно 
выше, чем активность NanB и NanC, уровень 
экспрессии у NanA значительно выше, чем у 
NanB [5, 7, 9]. 

Нейраминидазы NanA и NanB считаются пер-
спективными мишенями будущих лекарств, по-
этому предпринимаются значительные усилия 
для поиска химических соединений, способных 
ингибировать эти ферменты [10–14]. Однако в 
большинстве случаев поиск ингибиторов осно-
ван на их связывании в активных центрах. В по-
следние годы усиливается интерес к феномену 
аллостерии – регуляции функции белков при 
связывании низкомолекулярных эффекторов в 
регуляторных центрах, которые топологически 
независимы от функциональных (активных) 
центров [15, 16]. С одной стороны, это связано 
с появлением доказательств более широкой, чем 
ранее предполагалось, распространенности этого 
явления в природе [17]. С другой стороны, для 
аллостерических центров характерна более вы-
сокая вариабельность по сравнению с более кон-
сервативными активными центрами [18], что от-
крывает возможности для дизайна селективных 
регуляторных лигандов. До настоящего времени 
в структуре бактериальной NanA не было охарак-
теризовано ни одного аллостерического центра. 
В 2013 г. было обнаружено ингибирующее дей-
ствие низкомолекулярного лиганда оптактина на 
каталитическую активность фермента NanB [19], 
а в 2016 г. кристаллические структуры соответ-
ствующего комплекса были опубликованы в базе 
данных PDB (записи 4XHX и 4XJW). Структур-
ный анализ показывает, что оптактин связывает-
ся в отдельном участке, который топологически 
независим от активного центра NanB, однако мо-
лекулярный механизм аллостерического ингиби-
рования NanB в литературе не описан, а влияние 

оптактина на родственный и структурно схожий 
фермент NanA не исследовано.

В данной работе методы молекулярного мо-
делирования и биоинформатики были исполь-
зованы для изучения связывания оптактина бак-
териальными нейраминидазами NanA и NanB 
из S. pneumoniae, выявления аминокислотных 
остатков, определяющих эффективность взаи-
модействия ферментов с ингибитором, а также 
для получения характеристики ранее неизвест-
ного участка связывания лигандов в структуре 
NanA.

Методы

Биоинформатический анализ и поиск цен-
тров связывания. Структурно-опосредованное 
множественное выравнивание структур и по-
следовательностей представителей суперсемей-
ства сиалидаз, в том числе нейраминидаз NanA 
и NanB, было построено сервером Mustguseal 
(https://biokinet.belozersky.msu.ru/mustguseal) в 
соответствии с ранее описанным протоколом 
[18]. На первом этапе с использованием програм-
мы MATT [20] было построено структурное вы-
равнивание неизбыточной (на уровне 90% иден-
тичности по последовательности) выборки из 27 
белков, отнесенных к суперсемейству сиалидаз 
в соответствии с классификацией CATH (ID 
2.120.10.10). Полученное структурное выравни-
вание было расширено за счет добавления по-
следовательностей родственных сиалидаз/ней-
раминидаз из баз данных Swiss-Prot и TrEMBL 
с помощью сервера Mustguseal в режиме «Mode 
2». В результате автоматического применения 
комбинации методов сравнения аминокислот-
ных последовательностей белков [21–25] было 
построено выравнивание 814 представителей 
суперсемейства сиалидаз, которые характеризу-
ются различными функциональными свойства-
ми в рамках общей структурной организации. 
Построенное выравнивание и структура NanA 
из S. pneumoniae (PDB 2YA8) были проанализи-
рованы с помощью метода pocketZebra [18, 26] 
для предсказания специфических позиций и ан-
нотации центров связывания.

Подготовка полноатомных моделей. Струк-
туру оптактина ((1s,3R,4S)-1-[(циклогексилами-
но)метил]-3,4-дигидроксициклопентансульфо
кислоты) построили в программе ChemSketch 
v.12.01 [27] и оптимизировали с использовани-
ем программы квантовой химии Firefly (http://
classic.chem.msu.su). Для расчета зарядов ис-
пользовали пакет R.E.D. tools [28], остальные 
параметры были взяты из силового поля GAFF. 
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Для подготовки моделей пневмококковых ней-
раминидаз использовали кристаллографическую 
структуру NanB из S. pneumoniae в комплексе с 
оптактином (PDB 4XHX) и структуру NanA из 
S. pneumoniae без оптактина (PDB 2YA8). Для 
подготовки начальной модели комплекса NanA с 
оптактином проводили структурное выравнива-
ние аллостерического центра в NanB (4XHX) и 
нового центра в NanA (2YA8), после чего коор-
динаты лиганда копировали из одной структуры 
в другую. Модифицированную версию PDB2PQR 
v. 1.9.0 [29], совместимую с PROPKA v. 3.1 [30], 
использовали для оценки значений pKa ионизиру-
емых групп белка и добавления атомов водорода 
при физиологическом значении pH. 

Протокол молекулярной динамики. На-
чальные модели комплексов NanA и NanB с 
оптактином помещали в кубическую ячейку 
с растворителем (использовали модель воды 
TIP4P-Ew и расстояние от белка до края пе-
риодической ячейки не менее 12 Å). Пакет 
AmberTools v.15 применяли для параметриза-
ции систем в силовом поле FF14SB [31]. Для 
каждого комплекса фермент–ингибитор рас-
считывали три независимые молекулярно-ди-
намические траектории. Использовали про-
токол классической молекулярной динамики, 
описанный в [32]. Сначала энергию системы 
минимизировали, затем накладывали позици-
онные ограничения в 3 ккал/моль/Å2 на все 
тяжелые атомы комплекса и проводили нагрев 
системы от 0 до 300 K в течение 500 пс при по-
стоянном объеме. Далее позиционные ограни-
чения снимали при постоянном давлении 1 атм 
и температуре 300 K, при этом к концу периода 
релаксации плотность системы, температура и 
общая энергия выходили на плато. Для получен-
ных систем проводили свободные молекулярно-
динамические симуляции (т.е. без позиционных 
ограничений) при постоянном объеме и темпе-
ратуре 300 K длительностью 10–30 нс каждая, 
с шагом интегрирования 2 фс. Радиус отсечения 
нековалентных взаимодействий составлял 10 Å, 
для расчета электростатических взаимодействий в 
периодической системе использовали метод PME 
[33]. Для поддержания температуры в течение 
свободной динамики применяли термостат Лан-
жевена. Расчет стадий минимизации энергии, на-
грева и релаксации проводили на локальных GPU-
ускорителях «GeForce GTX 980 Ti», расчет сво-
бодных динамик выполняли на ускорителях «Tesla 
K40» суперкомпьютера «Ломоносов-2». 

Оценка свободной энергии связывания. Для 
оценки свободной энергии связывания оптактина 

в аллостерическом центре NanB и новом участке 
связывания NanA использовали модели комплек-
сов фермент–ингибитор в воде после оптимиза-
ции их геометрии с применением методов ми-
нимизации энергии. Для ускорения вычислений 
все молекулы растворителя, которые находились 
на расстоянии более 5 Å от лиганда, были уда-
лены. Расчет выполняли с помощью программы 
AutoDock 4.2.6 [34].

Результаты 

Биоинформатический анализ и молекулярное 
моделирование использовали для изучения свя-
зывания оптактина в структурах гомологичных 
нейраминидаз пневмококка. Сравнительный ана-
лиз показал, что нейраминидазы NanA и NanB 
из Streptococcus pneumoniae характеризуются 
высокой степенью структурного сходства ката-
литических доменов (85% совпадений элементов 
вторичной структуры) и низкой степенью иден-
тичности последовательностей (23% совпадений 
аминокислотных остатков при парном выравни-
вании). Методом pocketZebra на основании анали-
за множественного структурно-опосредованного 
выравнивания суперсемейства сиалидаз было по-
казано, что в структурах обоих ферментов при-
сутствует похожий участок связывания, тополо-
гически независимый от активного центра, с вы-
соким содержанием специфических позиций, что 
свидетельствует о важности этого участка связы-
вания для функционирования ферментов. Моле-
кулярное моделирование показало, что в стаби-
лизации оптактина в структуре NanB принимают 
участие остатки Tyr250, Thr251, Lys334, Gln494, 
Lys499, Lys597, Thr657 и Glu658, при этом важ-
ную роль в координации лиганда играют также 
молекулы воды. Однако в NanA соответствующие 
остатки в этом участке связывания заменены на 
другие аминокислоты, что препятствует связыва-
нию оптактина. 

Биоинформатический анализ и поиск цен-
тров связывания. Для поиска и аннотации участ-
ков связывания в структуре NanA из S. pneu-
moniae проводили биоинформатический анализ 
суперсемейства сиалидаз с помощью програм-
мы pocketZebra. Метод основан на определении 
специфических позиций, консервативных внутри 
функциональных подсемейств, но различающих-
ся между ними в большом множественном вы-
равнивании гомологов, и ранжировании поло-
стей/карманов на поверхности структур белков в 
соответствии с предсказанной специфичностью. 
Структурный анализ известных каталитических 
и аллостерических центров показывает, что они 



326 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2018. Т. 59. № 5

обогащены специфическими позициями, которые 
играют ключевую роль в формировании функ-
ционального разнообразия в суперсемействах 
(например, способности превращать разные суб-
страты) [18]. Проведенный нами биоинформати-
ческий анализ суперсемейства сиалидаз показал 
высокое содержание специфических позиций в 
каталитическом центре (рис. 1, Pocket 1), а так-
же в ранее не охарактеризованном участке свя-
зывания (рис. 1, Pocket 2) в структуре NanA, ко-
торый расположен на противоположной стороне 
β-пропеллера каталитического домена фермента. 
Сравнительный анализ показал, что Pocket 2 в 
структуре NanA эквивалентен участку связыва-
ния ингибитора оптактина в кристаллографиче-
ском комплексе гомологичного фермента NanB 
(PDB 4XHX). Таким образом, наличие двух цен-
тров связывания в противоположных воронках 
каталитического домена можно считать свой-
ством не только NanА, но и других нейраминидаз, 
а высокое содержание специфических позиций 
в этом участке связывания позволяет предполо-
жить его важность для функциональных свойств 
этих ферментов.

Связывание оптактина в аллостерическом 
сайте NanB из S. pneumoniae. Молекулярное 
моделирование было использовано для изуче-
ния связывания оптактина в аллостерическом 
участке связывания NanB. Показано, что ори-
ентация лиганда остается неизменной на про-
тяжении 10 нс молекулярно-динамической 
траектории и в целом соответствует его поло-
жению в кристалле 4XHX (рис. 2). Среднеква-
дратичное отклонение (RMSD) оптактина от его 
первоначального положения в течение всего пе-
риода симуляции в среднем составило 1,15 Å, что 
идентично среднему значению RMSD 1,14 Å для 
всех тяжелых атомов белка за аналогичный пери-
од симуляции. Стабилизация лиганда в структу-
ре фермента обеспечивается за счет водородных 
и ионных связей между его функциональными 
группами и аминокислотными остатками фер-
мента, в которых важную роль играют молеку-
лы растворителя (рис. 3). Дигидроксициклопен-
тильная группа ингибитора образует водородные 
связи с остатками Thr251, Gln494, Thr657 и фор-
мирует гидрофобный контакт с ароматической 
группой Tyr250. Вторичная аминогруппа лиганда 

Рис. 1. Участки связывания лигандов в структуре NanA из S. pneumoniae (PDB 2YA8), 
предсказанные методом pocketZebra на основании биоинформатического анализа супер-
семейства сиалидаз. Pocket 1 соответствует ранее описанному каталитическому центру, 
Pocket 2 – ранее не охарактеризованному участку связывания в структуре NanA. Нумера-
ция участков связывания соответствует ранжированию pocketZebra. Градиентная окраска 
основной цепи белка соответствует статистической оценке специфичности позиций в 
колонках множественного выравнивания суперсемейства сиалидаз (более темный цвет 
соответствует более высокой степени специфичности). Иллюстрация подготовлена с ис-

пользованием программы PyMol
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Рис. 2. Среднеквадратичное отклонение (RMSD) ингибитора оптактина в аллостери-
ческом участке связывания NanB из S. pneumoniae в процессе молекулярно-динами-
ческой симуляции. При расчете RMSD учитывали только тяжелые атомы оптактина 
(серая сплошная линия, серые точки) и тяжелые атомы основной цепи белка (черная 
пунктирная линия, черные точки). Приведены результаты расчета трех траекторий. 
Точки соответствуют значениям RMSD, линии соответствуют усредненным значени-

ям с шагом 1 нс. Иллюстрация подготовлена с использованием пакета R

Рис. 3. Связывание ингибитора оптактина (ОРТ в центре) в аллостерическом участке связыва-
ния NanB из S. pneumoniae. Пунктирными линиями изображены водородные и ионные связи 
между аминокислотными остатками белка и оптактином, в том числе с участием молекул воды. 
Нумерация аминокислотных остатков приведена в соответствии с PDB 4XHX. Иллюстрация 

подготовлена с использованием программы PyMol
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взаимодействует с Lys597 и Glu658 опосредован-
но через молекулу воды. Сульфогруппа коорди-
нируется тремя водородными связями с участием 
молекул воды и остатков Tyr250, Thr251, Ala497 
и Lys597. Кроме того, моделирование показало, 

что сульфогруппа оптактина дополнительно ста-
билизируется одним ионным мостиком, в обра-
зовании которого по очереди участвуют остатки 
Lys334 и Lys499 (рис. 4). Циклогексильная груп-
па оптактина формирует контакт с гидрофобной 

Рис. 4. Координация сульфогруппы оптактина (ОРТ) в аллостерическом участке связывания NanB 
из S. pneumoniae с участием Lys334 и Lys499 – на 1 нс (А), 5 нс (В) и 8,5 нс (С) молекулярно-динами-
ческой симуляции. Нумерация аминокислотных остатков приведена в соответствии с PDB 4XHX. 

Иллюстрация подготовлена с использованием программы PyMol

Рис. 5. Среднеквадратичное отклонение (RMSD) тяжелых атомов оптактина в новом 
участке связывания NanA из S. pneumoniae в процессе молекулярно-динамической 
симуляции. При расчете RMSD учитывали только тяжелые атомы оптактина (серая 
сплошная линия) и тяжелые атомы основной цепи белка (черная пунктирная линия). 
Приведены результаты расчета трех траекторий. Точки соответствуют значениям 
RMSD, линии соответствуют усредненным значениям с шагом 1 нс. Иллюстрация 

подготовлена с использованием пакета R
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Рис. 6. Структурное выравнивание нового участка связывания в NanA (более темный 
окрас основной цепи) и аллостерического участка связывания в NanB (более свет-
лый окрас основной цепи) из S. pneumoniae. Палочками показаны аминокислотные 
остатки в структуре NanB, которые участвуют в связывании оптактина, и соответ-
ствующие им остатки в структуре NanA. Пунктиром обведен β-поворот, ориентация 
которого в структурах NanA и NanB отличается (см. объяснение в тексте). Нумера-
ция аминокислотных остатков приведена в соответствии с PDB 4XHX. Иллюстрация 

подготовлена с использованием программы PyMol

поверхностью аминокислотных остатков, рас-
положенных у основания β-поворота 658–664. 
Оценка свободной энергии связывания оп-
тактина в описанной ориентации в структуре 
NanB составила –11,17 ккал/моль.

Связывание оптактина в новом участке 
связывания в структуре NanA из S. pneumoniae. 
Изучение возможностей связывания оптактина 
в новом  участке связывания в структуре NanA 
(рис. 1, Pocket 2) было проведено с помощью 
методов молекулярного моделирования. Ориен-
тация ингибитора в исходной модели комплекса 
с NanA была аналогична его ориентации в алло-
стерическом центре NanB (PDB 4XHX). Оценка 
свободной энергии связывания оптактина при 
такой ориентации в структуре NanA составила 
–9,75 ккал/моль, что на 1,42 ккал/моль хуже, чем 
в NanB. Молекулярное моделирование показа-
ло, что связывание лиганда в таком положении 
в NanA нестабильно. В течение первых 10 нс 
молекулярно-динамической симуляции средне-
квадратичное отклонение (RMSD) оптактина от 
его первоначального положения составило око-

ло 5 Å, а в течение последующих 20 нс наблю-
дали либо полную диссоциацию лиганда и его 
переход в раствор, либо его дальнейшее смеще-
ние вдоль поверхности сайта связывания (рис. 5). 
Сравнительный анализ аллостерического участка 
связывания в NanB и нового участка связывания 
в NanA показал, что при схожей структурной ор-
ганизации их воронок аминокислотные остатки, 
принимающие участие в координации оптактина 
в NanB, в структуре NanA заменены на остатки с 
другими физико-химическими свойствами (рис. 6). 
Остатки Lys334 и Lys499 в NanB, принимающие 
участие в связывании сульфогруппы, заменены в 
NanA на Pro409 и Arg562, при этом гуанидино-
вая группа аргинина образует водородные связи с 
атомом кислорода основной цепи Gln637 и боко-
вым радикалом Asn639 и, таким образом, ориен-
тирована в противоположную сторону от участка 
связывания лиганда. Остаток Tyr250 в NanB за-
менен на Leu337 в NanA, что увеличивает объ-
ем центра связывания. Другие ключевые остат-
ки Thr657, Thr251 и Gln494 заменены соответ-
ственно на Gln741, Lys338 и Thr557. Кроме того, 
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β-поворот 658-664, остатки которого образуют в 
NanB гидрофобный контакт с атомами циклогек-
сильной группы оптактина, в NanA имеет другой 
аминокислотный состав и другую ориентацию в 
структуре. 

Обсуждение

Поиск новых участков связывания в структу-
рах белков и комплементарных им лигандов, вза-
имодействие с которыми позволяет селективно 
регулировать функциональную активность фер-
ментов – стремительно развивающееся направле-
ние биомедицинских исследований. Это связано 
с фундаментальным интересом к поиску новых 
путей регуляции белков/ферментов и обуслов-
лено преимуществами аллостерических моду-
ляторов – возможностью создания новых лекар-
ственных средств, обладающих меньшей токсич-
ностью за счет большей селективности связыва-
ния и специфичности механизма действия [35–38]. 
В данной работе биоинформатический анализ был 

использован для аннотации нового, ранее не оха-
рактеризованного участка связывания в структуре 
нейраминидазы A – ключевого фактора вирулент-
ности патогенной бактерии S. pneumoniae. Обна-
руженный участок связывания обогащен так на-
зываемыми специфическими аминокислотными 
остатками для суперсемействеа сиалидаз, что сви-
детельствует о его важности для функциональных 
свойств фермента. При этом структурная органи-
зация этого участка связывания в нейраминидазе 
A весьма сильно отличается от структурной орга-
низации похожего участка связывания в структу-
ре гомологичной нейраминидазы В, способного 
связывать аллостерический оптактин. Различие 
свойств обусловлено заменами специфических 
аминокислотных остатков, однако сам факт нали-
чия в нейраминидазе A такого участка связывания 
свидетельствует о возможности создания селек-
тивных ингибиторов этого фермента, комплемен-
тарных данному участку, и необходимости иссле-
дования его функциональной роли. 

Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (проект № 15-14-00069) с использова-
нием оборудования Центра коллективного пользования сверхвысокопроизводительными вычислитель-

ными ресурсами МГУ имени М.В. Ломоносова [39].
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MOLECULAR MODELING OF AN ALLOSTERIC INHIBITOR 
OPTACTIN’S BINDING IN THE NEW BINDING SITE                                                 
IN NEURAMINIDASE A FROM STREPTOCOCCUS                                                                 
PNEUMONIAE

Ya.A. Sharapova1, V.K. Švedas2*

(М.V. Lomonosov Moscow State University, 1 Faculty of Bioengineering and Bioin-
formatics; 2 Belozersky Institute of Physicochemical Biology; *e-mail: vytas@belozersky.
msu.ru)

Neuraminidase A (NanA) from the pathogenic bacteria Streptococcus pneumoniae catalyzes 
the cleavage of terminal sialic acid residues from oligosaccharide receptors on the surface 
of human respiratory epithelium cells and is considered as the key virulence factor. Search 
for new regulatory ligands’ binding sites in the structure of this enzyme is of fundamental 
interest and can reveal new targets to design drugs for treatment of pneumonia, meningitis 
and other human infectious diseases. A low molecular weight compound optactin has 
been recently shown to inhibit the activity of the homologous Neuraminidase B (NanB). 
Furthermore, optactin binds at a separate site in the protein’s structure, which is 
topologically different from the catalytic center. Bioinformatic and structure analysis using 
the pocketZebra method has been carried out to annotate the new, previously unknown 
site in the NanA’s structure. This new site is analogous to the optactin binding site in NanB, 
and is characterized by a high content of the subfamily-specifi c positions, that indicate 
the importance of this site for the enzyme function. Molecular modeling has been used to 
study how the optactin binds in the allosteric sites of homologous neuraminidases NanA 
and NanB. Tyr250, Thr251, Lys334, Gln494, Lys499, Lys597, Thr657, Glu658 residues 
were shown to stabilize the optactin molecule in the NanB’ structure, with water molecules 
playing an important role in the ligand coordination. Molecular modeling has shown that 
the optactin binding by the NanA is complicated due to substitutions in the subfamily-
specifi c positions of the allosteric center. Pecularities in the structural organization of the 
new NanA’s binding site can help to design complementary ligands that can selectively 
regulate the activity of this enzyme. 
Key words: allosteric site, bacterial neuraminidases from Streptococcus pneumoniae, NanA, 
NanB, optactin inhibitor, bioinformatic analysis, molecular modeling.
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