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РеФеРАт Рассмотрена структура нейраминидазы вируса гриппа, организация активного центра этого фермента, обсуждается механизм десиалилирования 
углеводных цепей нейраминидазой, а также ее роль в функционировании вируса гриппа на различных стадиях инфекционного цикла. Обобщены данные по 
субстратной специфичности нейраминидазы и рассмотрены подходы к изучению активности данного фермента. Приведены данные по лекарствам против 
гриппа – ингибиторам нейраминидазы; рассмотрен механизм приобретения устойчивости современных вирусов к одному из этих лекарств.
Ключевые слова: вирус гриппа, нейраминидаза, субстратная специфичность.
Список сокращений: HA – гемагглютинин; nA – нейраминидаза; neu5Ac − n-ацетилнейраминовая кислота; 3`SiaLac –  neuAcα2-3Galβ1-4Glc; 6`SiaLac – 
neuAcα2-6Galβ1-4Glc; Mu-nAnA – метилубеллиферил-α-нейраминовая кислота; BODIPY - 6-((4,4-дифторо-5,7-диметил-4-бора-3a,4a-даиза-s-индацин-
3-пропионил)амино)-гексановая кислота, сукцинимидный эфир; MDcK – линия клеток почки собаки; VerO – линия клеток почки африканской зеленой 
мартышки; neu5Gc – n-гликолилнейраминовая кислота; 3`SiaLacnAc – neu5Acα2-3Galβ1-4GlcnAc;  6`SiaLacnAc – neu5Acα2-6Galβ1-4GlcnAc.

ВВедеНИе
Вирус гриппа представляет собой (-)РНК-содержащий 
оболочечный вирус с сегментированным геномом, гене-
тический материал вируса гриппа закодирован в восьми 
сегментах РНК. Все сегменты РНК упакованы в белок ну-
клеокапсида, и к каждому из сегментов присоединяется 
комплекс полимеразных белков. В таком виде сегменты 
упаковываются в липопротеидную оболочку, выстланную 
изнутри матриксным белком, на внешней поверхности ко-
торой экспонированы гемагглютинин, нейраминидаза и М2 
белок.

Нейраминидаза – это экзосиалидаза (ec 3.2.1.18), рас-
щепляющая α-кетозидную связь между терминальным 
остатком сиаловой (n-ацетилнейраминовой) кислоты и сле-
дующим моносахаридным остатком [1]. Аминокислотная 
последовательность nA закодирована в шестом сегменте 
РНК. У вирусов гриппа А насчитывается девять подтипов 
nA, у вирусов B и c – только по одному [2]. Девять под-
типов нейраминидазы вируса гриппа А разделяют на две 
филогенетические группы. В первую входят нейрамини-
дазы подтипов n1, n4, n5 и n8, а во вторую – n2, n3, n6 
n7 и n9 [3].

Фермент вируса гриппа С не относится к нейрами-
нидазам, его функция состоит в О-дезацетилировании 
n-ацетил-9-О-ацетилнейраминовой кислоты, т.е. он яв-
ляется эстеразой, поэтому не будет рассматриваться в об-
зоре.

nA вируса гриппа выполняет несколько функций. Во-
первых, ее активность необходима на стадии отпочковы-
вания созревших вирусных частиц от зараженной клетки, 
для предотвращения агрегации вирусных частиц; кроме 
того, nA отщепляет остатки нейраминовой кислоты муци-
нов респираторного тракта, тем самым облегчая движение 
вируса к клетке-мишени. Подробнее эти функции будут 
рассмотрены далее.

СтРуКтуРА НейРАМИНИдАЗ
Полипептидная цепь nA вируса гриппа состоит из 470 ами-
нокислотных остатков. В третичной структуре nA можно 
выделить несколько структурно-функциональных доме-
нов: цитоплазматический, трансмембранный, «голову», 
а также «стебель», соединяющий голову фермента с транс-
мембранным доменом.

На поверхности вириона nA представляет собой гомоте-
трамер, имеющий грибообразную форму: голова размером 
80∙80∙40 Å на тонком стебле диаметром 15 Å и длиной от 60 
до 100 Å [2]. Молекулярный вес мономера ≈60 кДа, а тетра-
мера ≈240 кДа [1]. Одна вирусная частица несет в среднем 
50 тетрамеров. Тетрамеры могут собираться в кластеры 
на поверхности вириона [4]. Известна пространственная 
структура нейраминидаз n1, n2, n4, n8, n9 и В [1, 3, 5, 6, 
7]. Несмотря на то что гомология nA типов А и В составля-
ет всего лишь 30 %, их пространственные структуры прак-
тически идентичны [6]. 
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гОлОВА ФеРМеНтА
В голове nA расположен активный центр, а также кальций-
связывающий домен, который стабилизирует структуру 
фермента при низких значениях pH [2, 8]. 

Гомология между штаммами внутри подтипа достига-
ет 90 %, в то время как между подтипами − 50 %, а между 
типами А и В − 30 % [9]. Особой консервативностью отли-
чается район а.о. 74−390 (нумерация по n2)1. Остатки, не-
посредственно участвующие в каталитической активности 
фермента (Arg118, Asp151, Arg152, Arg224, Glu276, Arg292, 
Arg371 и tyr406, рис. 1), инвариантны среди всех подтипов 
nA, а также типа В. Это справедливо и для аминокислот, 
формирующих пространственную структуру активно-
го центра: Glu119, Arg156, trp178, Ser179, Asp198, Ile222, 
Glu227, Glu277, Asp293, и Glu425. Особо консервативными 
являются остатки аспарагина, формирующие сайт глико-
зилирования (в частности, Asn146), а также пролина и ци-
стеина, которые обеспечивают необходимую укладку по-
липептидной цепи, стабилизируя третичную структуру 
молекулы [2].

Сайт связывания кальция, расположенный в глубине го-
ловы (практически «под» активным центром, если распо-
лагать его так, как изображено на рисунке), сформирован 
кислородами главной цепи остатков 297, 345 и 348, а так-
же кислородом боковой цепи остатка Asp324 [1, 6]. Кроме 
них, в формировании сайта участвуют а.о. 293, 347, 111–115 
и 139–143 [8].

У нейраминидазы n9 был найден второй сайт связыва-
ния нейраминовой кислоты, т.н. НВ-сайт [10]. Последова-
тельность а.о., соответствующая этому сайту, высоко кон-
сервативна у птичьих вирусов. Этот участок формируется 
тремя петлями nA:
■  367−372, которая вовлечена в связывание нейраминовой 

кислоты через сериновые остатки 367, 370 и 372;
■  400−403, которая взаимодействует с субстратом через 

боковую цепь аспарагина 400, карбонильный кислород 
основной цепи аспарагина, и триптофан 403;

■  430–433,  взаимодействует с субстратом через 
ε-аминогруппу лизина 432. 
Все шесть отмеченных выше консервативных остатков 

найдены только у нейраминидазы n9. У nA вирусов птиц 
других подтипов обычно отсутствует лизин 432, но это 
не отражается на их гемоадсорбционной активности. Ти-
пичная последовательность а.о. НВ-сайта обычно не об-
наруживается у вирусов гриппа человека. В то же вре-
мя у двух ранних человеческих изолятов подтипа Н2n2 
(rI+/57 и А/Ленинград/134/57) обнаружен «контур» НВ-
сайта (триада серинов и триптофан) [10, 11] − это может 
свидетельствовать о том, что при адаптации вируса гриппа 
к размножению в организме человека происходит элими-
нация данного сайта.

Функция НВ-сайта пока не ясна. Предполагается, что он 
может играть роль альтернативного сайта связывания 
нейраминовой кислоты, т.е. функционировать как сурро-
гат HA вируса гриппа; такое предположение отталкива-

1 Так как аминокислотные последовательности различных нейрами-
нидаз отличаются друг от друга вставками и делециями, то при-
нято указывать подтип NA, на основании которого приведены 
номера аминокислотных остатков, обычно, как и в данном случае, 
подтип N2.

ется от факта существования вирусов, у которых функ-
ции nА и HA совмещены в одном белке, как, например, 
в nD вирусе. Описанный НВ-сайт характерен для nA тех 
вирусов, гемагглютинин которых взаимодействует с α2-
3-сиалилированными углеводными цепями (т.е. вирусов 
гриппа птиц и лошадей), в то время как у вирусов с α2-6-
специфичностью (человеческих, свиных, и H9n2 вирусов 
домашней птицы) этот сайт изменен по ключевым амино-
кислотным позициям. Интересно, что вирусы H9n2, выде-
ленные из домашней птицы в Гонконге, и вирусы подтипов 
H2n2 и H3n2, вызывавшие пандемии у человека, имеют 
сходные замены в НВ-сайте. Эти данные позволяют пред-
положить, что некоторые виды домашней птицы могут слу-
жить промежуточными хозяевами при переносе вирусов 
гриппа из их естественного резервуара (в популяции водо-
плавающих птиц) к человеку [11].

ПРОСтРАНСтВеННАя уКлАдКА
Пространственная структура цитоплазматического 
и трансмембранного доменов, а также стебля nA пока 
не решена (в связи с особенностями ферментативного от-
щепления этого мембранного белка от вириона кристал-
лизуемый продукт начинается с остатков ~74–77) [6]. 
Существует гипотеза об α-спиральной укладке участка 
полипептидной цепи, не вошедшего в состав кристаллизи-
руемого продукта, частично подтвержденная при помощи 
криоэлектронной микроскопии [4]. Поэтому с определен-
ностью можно говорить об укладке полипептидной цепи 
только в районе головы (в составе тетрамера). Голова пред-
ставляет собой большой домен, состоящий из шести иден-
тичных антипараллельных β-слоев (мотивов), организован-
ных в пропеллер-подобную структуру. Наиболее важными 
для функционирования фермента являются петли между 

Рис. 1. Активный центр нейраминидазы вируса гриппа А (под-
типа N2) в комплексе с Neu5Ac2en (2-дезокси-2,3-дидегидро-N-
ацетилнейраминовой кислотой). Neu5Ac2en обозначена черным, 
функциональные а.о. активного центра – красным 
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этими мотивами, а также между вторым и третьим тяжами 
каждого мотива [2]. Петли являются наиболее вариабель-
ной частью структуры всех nA, варьируя по длине и даже 
неся элементы упорядоченности, типичные для вторичной 
структуры. В петлях n9, например, найдены α-спиральные 
участки: остатки 106–110 формируют один виток (α), ле-
жащий над С-концом полипептидной цепи, образующим, 
в свою очередь, тоже один виток α-спирали наряду с а.о. 
144–146 соседней субъединицы (3

10
). Спираль 3

10 
образует 

с двумя цепями (106−110 и С-концевой) антипараллельный 
слой [6]. Петля, соединяющая четвертый и пятый мотивы, 
является самой длинной, она стабилизирована дисульфид-
ным мостиком между cys318 и cys337, содержит консер-
вативную ионную пару Asp330-Arg364 и сайт связывания 
иона ca2+ [1].

глИКОЗИлИРОВАНИе
Углеводные цепи прикреплены к остаткам Asn, нахо-
дящимся на разных участках поверхности головы nA, 
а именно: гликаны, присоединенные к аспарагинам 86 и 234, 
ориентированы в сторону липидной мембраны, ближе к сте-
блю, а к Asn146 – в сторону от липидной мембраны, вблизи 
активного центра; наконец, сайт Asn200 расположен на бо-
ковой поверхности, соединяющей субъединицы. При Asn86 
и Asn200 обнаружены короткие цепи олигоманнозного типа. 
Углеводные цепи при Asn146 и Asn234 относятся к ком-
плексному типу. Сайт гликозилирования по Asn146 являет-
ся консервативным для всех nA, а углеводная цепь в этой 
позиции отличается по структуре от всех, обнаруженных 
в составе гликопротеинов вирусов гриппа, а именно содер-
жит сульфатированный по О-4 n-ацетилгалактозамин [1]. 
Гликозилирование Asn146, по-видимому, играет регуля-
торную функцию; известно, что его отсутствие обуслов-
ливает нейровирулентность вируса гриппа А/WSn/33 
(Н1n1). Показано, что углеводная цепь при Asn146 влия-
ет на ферментативную активность nА, снижая ее в 20 раз 
[12]. Удаление сайта гликозилирования 144 нейраминидазы 
подтипа n8 (А/утка/Украина/1/63) приводит к изменению 
профиля субстратной специфичности nA [13], а отсутствие 
сайтов гликозилирования по 83 и 398 а.о. приводит к непра-
вильному фолдингу. 

дИСульФИдНЫе СВяЗИ
В nA найдено восемь консервативных дисульфидных мо-
стиков, а также один дополнительный − в подтипах n2, n8, 
и n9. Инвариантность дисульфидных связей подтвержда-
ет их важность для формирования стабильной структуры 
nA. Предполагается, что благодаря близости к оси симме-
трии тетрамера неспаренный cys161 в nА (n1) участвует 
в соединении двух субъединиц. Механизм сборки тетраме-
ра не универсален, так, в нейраминидазах вируса гриппа 
В связи между субъединицами образуются за счет cys54, 
в то время как cys78 участвует в связывании пар полипеп-
тидных цепей (здесь нумерация по n2), [2].

СтРОеНИе АКтИВНОгО цеНтРА
Сайт связывания neu5Ac расположен «над» первыми тя-
жами третьего и четвертого мотивов, в большом кармане 
на поверхности nA. Активный центр находится на n-конце 
центральных параллельных тяжей [2] (рис. 1). Он представ-

ляет собой кратер диаметром 16 Å и глубиной от 8 до 10 Å, 
расположенный на расстоянии 32 Å от оси симметрии чет-
вертого порядка. Сайт фланкирован двенадцатью гибкими 
петлями, которые тянутся вверх и наружу от этой оси [6]. 

Активный центр фермента сформирован функциональ-
ными остатками Arg118, Asp151, Arg152, Arg224, Glu276, 
Arg292, Arg371 и tyr406, а также структурными остатка-
ми Glu119, Arg156, trp178, Ser179, Asp (или Asn у n7 и n9) 
198, Ile222, Glu227, Glu277, Asp293 и Glu425.

Функциональные а.о. контактируют непосредственно 
с продуктом ферментативной реакции − сиаловой кисло-
той, а все образуемые ими контакты полярны, за исклю-
чением Arg224, в котором алифатическая часть образует 
неполярный контакт с глицериновым фрагментом остатка 
neu5Ac [9] (рис. 1).

Недавние результаты рентгеноструктурных исследова-
ний нейраминидаз, относящихся к первой филогенетиче-
ской группе, показали, что, по сравнению с нейраминида-
зами, относящимися ко второй филогенетической группе, 
они обладают несколько другим строением полипептидной 
цепи, которая окружает активный центр фермента. В част-
ности, вблизи активного центра расположена полость, ко-
торая сформирована изменением пространственной ори-
ентации «петли 150». Данные пространственные различия 
позволяют начать разработку ингибиторов nА вируса 
гриппа, специфично взаимодействующих только с nA, от-
носящихся к первой филогенетической группе, в частности 
к nA H5n1 вирусов гриппа [3].

МеХАНИЗМ дейСтВИя НейРАМИНИдАЗЫ
Механизм действия nА (схема 1) был предложен на осно-
вании рентгеноструктурных данных исследования кри-
сталлического белка [7]. 

Формирование оксокарбониевого иона при атоме С2 
молекулы neu5Ac является ключевым шагом в гидроли-
зе олигосахарида-субстрата. После попадания остатка 
neu5Ac в активный центр, из-за сильных ионных взаимо-
действий между карбоксилатом субстрата и гуанидино-
выми группами аргининов 118, 292 и 371 остаток neu5Ac 
переходит из конформации кресла в конформацию полу-
кресла, т.е. образуется оксокарбониевый ион, что в конце 
концов приводит к расщеплению гликозидной связи. Агли-
кон уходит из активного центра фермента с гликозидным 
кислородом, протонированным растворителем. Множе-
ственные контакты между интермедиатом и а.о. активного 
центра (наиболее важны tyr406 и Asp151) стабилизируют 
положительно заряженный оксокарбониевый ион с сохра-
нением планарного углерода при С2. Интермедиат в пла-
нарной конформации похож на neu5Ac2en [6], в котором С2 
находится в sp2-состоянии. На этой стадии реакции остаток 
нейраминовой кислоты ковалентно связан с гидроксильной 
группой tyr406 белка, что характерно для всех экзосиали-
даз [15, 17]. Лимитирующей стадией ферментативного про-
цесса является гидроксилирование оксокарбониевого иона 
растворителем с уходом продукта реакции в виде neu5Ac 
из активного центра фермента. Следует отметить, что су-
щественных изменений в координатах активного центра 
nA по ходу реакции не происходит [18].

Наличие инвариантных остатков в составе активного 
центра, сходство пространственной организации, а также 
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архитектура комплексов с neu5Ac и с neu5Ac2en позво-
ляют сделать вывод о том, что механизм действия нейра-
минидаз вирусов гриппа А и В одинаков [6]. 

ИНгИбИтОРЫ НейРАМИНИдАЗ И МеХАНИЗМЫ 
уСтОйЧИВОСтИ ВИРуСОВ К ИХ дейСтВИЮ
Структура активного центра консервативна не только 
между подтипами, но и типами фермента, что указывает 
на важность всех составляющих его компонентов, а также 
эволюционно-отлаженную систему его функционирова-
ния. Данное наблюдение позволило разработать ингибитор 
nA вируса гриппа, напоминающий переходное состояние 
реакции гидролиза, а также neu5Ac2en (рис.2а), а имен-
но 4-гуанидино-neu5Ac2en, который сейчас применяется 
в медицине под названием занамивир [14] (рис. 2б). 

Успех занамивира инициировал цикл работ по дизайну 
новых ингибиторов nA. Основным элементом структуры 
нового класса ингибиторов (без кислородного атома в ци-
кле) являются шести- или пятичленные циклы. 

Одним из таких соединений стала (3S,4r,5r)-3-амино-
4-ацетамидо-5-(1-этилпропокси)-1-циклогексен-1-
карбоновая кислота (озелтамивир, или тамифлю, tamiflu) 
(рис. 2в). Структура этого вещества «подогнана» к коор-
динатам тех остатков активного центра, которые взаимо-
действуют с глицериновой цепью neu5Ac2en [20]. Успех 
применения данного соединения стимулировал разработку 
новых ингибиторов nA, содержащих гидрофобные группы 
[21].

Кроме того, синтезирован ингибитор nA на основе ци-
клопентанового кольца, где сохранены все функциональ-
но важные фрагменты занамивира (карбоксил, ацетамид, 
С4-гидроксил и глицериновый), которые вписываются в ак-
тивный центр nA. Только ориентация гуанидиновой груп-
пы отличается от таковой у занамивира. Однако это раз-
личие имеет свои преимущества: BcX-1812 (преамивир) 
(рис. 2г) сохраняет ингибирующую активность по отноше-
нию к занамивир-устойчивым вариантам вируса гриппа 
[22]. В настоящее время ведутся разработки аналогов этого 
соединения [23].

Занамивир и озелтамивир уже используются как лекар-
ственные препараты, а BcX-1812 находится на последней 
стадии клинических испытаний.

До недавнего времени считалось, что активное некон-
тролируемое применение озелтамивира и занамивира 
не повлияет значимо на ситуацию с появлением резистент-
ных штаммов вируса гриппа. Т.е. даже при появлении ре-
зистентности устойчивые вирусы не смогут эффективно 
реплицироваться в отсутствие ингибитора [24]. В клини-
ческих исследованиях резистентные вирусы составляли 
менее 1 %, доля их среди сезонных вирусов гриппа по всему 
миру была того же порядка.

Но в январе 2008 года данная ситуация резко измени-
лась: некоторые из вирусов гриппа подтипа H1n1 приобре-
ли устойчивость к озелтамивиру за счет мутации His274tyr 
в nА [25], а в эпидемическом сезоне 2008–2009 годов устой-
чивость достигла практически 100 % среди вирусов, выде-
ленных от пациентов (по данным http://ecdc.europa.eu); ха-
рактерно, что все эти вирусы сохраняли чувствительность 
к занамивиру. Мутация His274tyr ранее обнаруживалась 
в исследованиях устойчивости in vitro и in vivo, а также 
в клинических изолятах [26]. Тем не менее полностью пре-
кращать использование данного лекарства рано, так как, 
по последним данным, циркулирующий в настоящее вре-
мя в человеческой популяции предпандемический вирус 
H1n1 подтипа (A/california/11/2009) пока чувствителен 
к озелтамивиру (по данным центра по контролю и пре-
дотвращению опасных заболеваний США (www.cdc.gov), 
что оставляет надежду на то, что штамм вируса гриппа, 
который вызовет следующую пандемию, будет чувствите-
лен к данному ингибитору nA.

ФуНКцИОНАльНАя АКтИВНОСть NA
Существуют данные о том, что nA необходима виру-
су гриппа на различных стадиях инфекционного цикла. 
Во-первых, считается, что она облегчает подход виру-
са к клеткам-мишеням посредством удаления сиаловых 
кислот с муцинов респираторного тракта [26]. Во-вторых, 
может участвовать в процессе слияния вирусной частицы 
с клеткой [27]. В-третьих, помогает отпочковыванию со-
зревших вирионов от поверхности клетки, предотвращая 
агрегацию вирусов, вызванную взаимодействием HA одно-
го вириона с сиалилированными гликанами другого [27]. 
Кроме того, есть данные о том, что nA усиливает гемаг-
глютинирующую активность HA посредством отщепления 
терминальных остатков нейраминовой кислоты от олиго-
сахаридов, окружающих рецептор-связывающий участок 
HA [28]. 

Одной из наиболее интересных особенностей вируса 
гриппа является сосуществование двух белков, функ-
ции которых в какой-то степени антагониcтичны, а имен-
но: гемагглютинин выполняет рецептор-связывающую 
функцию, а нейраминидаза − рецептор-разрушающую. 
Так как оба эти белка узнают терминальный остаток ней-
раминовой кислоты, возникает вопрос о кооперации, или, 
наоборот, их конкуренции за рецептор/субстрат, а также 
о роли этих взаимоотношений в жизненном цикле вируса. 
Исследования вирусов, устойчивых к ингибиторам nA, ис-
кусственно полученных реассортантов (несущих nA и HA 
различного происхождения), а также полученных с помо-
щью «обратной генетики» вирусов, лишенных активности 
nA или HA, − все это указывает на то, что nA и HA виру-
са гриппа действуют концертно и эволюционируют взаи-
мозависимо [29–35]. Кроме того, возникает вопрос об их 
олигосахаридной специфичности, так как в организмах, 
которые являются хозяевами для вирусов гриппа, neu5Ac-
терминированные углеводные цепи весьма разнообразны. 

МетОдЫ ОПРеделеНИя АКтИВНОСтИ NA
Одним из наиболее популярных субстратов для опреде-
ления актвности nA является Mu-neu5Ac или Mu-
nAnA (рис. 3a). Метод, основанный на его использовании, 

Рис. 2. Структура а) Neu5Ac2en, б) 4-занамивира, в) озелтамивира, 
г) BCX-1812 (преамивира), где R=NHAc
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был впервые предложен [36] как альтернатива колори-
метрическим и радиоактивным методам. Mu-neu5Ac 
при отщеплении нейраминовой кислоты образует флуо-
ресцентное соединение, возбуждаемое светом с дли-
ной волны 360 нм, и максимумом флуоресценции при pH 
10.  Ближайшим аналогом Mu-neu5Ac является 
4-трифторметилумбеллиферил-α-n-ацетилнейраминовая 
кислота, максимум флуоресценции которой находится 
при нейтральных значениях рН. Высокая интенсивность 
флуоресценции (в 10 раз выше, чем для Mu-neu5Ac) дает 
преимущества при анализе нейраминидаз низкой актив-
ности [37]. 

Чувствительность хемилюминесцентного метода опре-
деления активности nA [38] на два порядка выше, чем Mu-
neu5Ac-теста, в качестве субстрата здесь используется 
субстрат «nA-Star» (рис. 3б). Недостатком данного мето-
да является короткое время жизни хемилюминесцентного 
продукта гидролиза, который должен быть зарегистриро-
ван в течение 5 мин.

Другая группа методов основана на отщеплении ней-
раминовой кислоты от высокомолекулярных субстратов, 
таких как фетуин, α

1
-кислый гликопротеин или целые эри-

троциты. Как правило, далее определяют количество отще-
пившейся нейраминовой кислоты [39]; наиболее удобный 
тиобарбитуратный метод измерения количества neu5Ac 
позволяет делать это в присутствии исходного сиалилиро-
ванного субстрата [40].

Альтернативный подход основан на определении вто-
рого продукта гидролиза – десиалилированного гликопро-
теина с помошью лектина (например, Peanut agglutinin), 
специфичного к освободившейся терминальной галактозе 
[41, 42]. Этот метод требует особого внимания к контролям, 
так как в любом гликопротеине изначально присутствуют 
терминальные β-Gal остатки.

МетОдЫ ОПРеделеНИя СубСтРАтНОй СПецИФИЧНОСтИ
Под субстратной специфичностью nA понимают способ-
ность фермента дискриминировать сиаловые кислоты (на-
пример, neu5Ac и neu5Gc), тип связи сиаловой кислоты 
с последующим остатком (2–3, 2–6 или 2–8), а также вну-
тренние участки углеводной цепи. В частности, для опреде-
ления специфичности использовались:
■  свободные трисахариды (3` SiaLac и 6`SiaLac) [43–45];
■  гликопротеины, содержащие или только 2–3, или только 

2–6-связанную нейраминовую кислоту [45, 46];
■  пересиалилированные с помощью 2–3-или 2–6-сиалил-

трансфераз гликопротеины или эритроциты [47].
Методы, основанные на использовании этих субстратов, 

решают только одну из трех перечисленных задач, а имен-
но выявляют специфичность на уровне Sia2-3Gal или Sia2-
6Gal. Специфичность в более широком смысле может быть 

определена с помощью метода, основанного на применении 
набора синтетических субстратов. В работе [42] исполь-
зован набор из трех олигосахаридов: 3’SiaLac, 6’SiaLac 
и 6’SiaLacnAc, в виде конъюгатов с полиакриламидом; ней-
раминидазную активность определяли с помощью лекти-
на, специфичного к появляющимся в результате действия 
nA остаткам галактозы (см. выше). Недавно был разработан 
простой и чувствительный метод определения субстратной 
специфичности nA [48], основанный на использовании сиа-
лилолигосахаридов, меченных BODIPY. Флуоресцентная 
метка ковалентно соединена с олигосахаридом (3`SiaLac, 
3`SiaLacnAc, SiaLec, SiaLea, SiaLex, 6`SiaLac, 6`SiaLacnAc) 
через спейсер, т.е. удалена от сайта расщепления. Преиму-
ществами данной метки являются стабильность, относи-
тельная гидрофильность, электронейтральность, небольшой 
размер и возможность использовать стандартный флуорес-
цеиновый фильтр при ее детекции. Суть метода заключа-
ется в количественном разделении электронейтрального 
продукта реакции и отрицательно-заряженного непрореа-
гировавшего субстрата, что делается либо на микрокартрид-
же с анионообменной смолой, либо с помощью планшетов, 
полупроницаемое дно которых состоит из анионообменного 
материала. Для большей достоверности можно определять 
количество не только продукта, но и непрореагировавшего 
субстрата. Высокая чувствительность метода позволяет ра-
ботать с низкими концентрациями как субстратов (10-11моль), 
так и вирусов. Высокая достоверность (больше 95 %) и хоро-
шая воспроизводимость (98 %) нового метода позволяют из-
учать кинетические характеристики фермент-субстратного 
взаимодействия. Исследование кинетики десиалилирова-
ния, а именно скорости реакции и ее зависимости от кон-
центрации субстрата реакции и фермента, важно для пони-
мания механизма реакции, а также для выбора правильного 
концентрационного диапазона. В свою очередь, правильный 
диапазон позволяет изучать специфичность десиалилиро-
вания, когда экспериментатор не знает точно количества nA 
в образце [49]. Следует подчеркнуть, что только этот подход 
позволяет изучать субстратную специфичность nA в широ-
ком смысле (см. выше), т.е. влияние типа сиаловой кислоты, 
типа связи между ней и следующим остатком, а также вну-
тренних остатков гликана.

ФуНКцИОНАльНЫе ОСОбеННОСтИ НеКОтОРЫХ 
НейРАМИНИдАЗ ВИРуСА гРИППА
Как уже упоминалось выше, для исследования активности 
и специфичности nA вирусов гриппа возможно применение 
как высокомолекулярных, так и низкомолекулярных суб-
стратов. Низкомолекулярные субстраты позволяют изучать 
механизм и кинетику десиалилирования, неосложненные 
мультивалентностью взаимодействия (nA является тетра-
мером) и возможным влиянием НА, который взаимодейству-
ет с мультивалентным конъюгатом на 3–5 порядков сильнее, 
чем с мономерным [50]. Высокомолекулярные субстраты яв-
ляются более корректной моделью для исследования взаи-
модействий, наиболее приближенных к реальным, т.е. когда 
необходимо принимать во внимание такие факторы, как те-
трамерность nA, кластерность экспонирования молекул nA 
на клетке, а также соучастие в процессе десиалилирования 
второго белка вируса гриппа, HA, которого на поверхности 
вириона значительно больше.Рис. 3. Структура MU-Neu5Ac (а) и NA-Star (б)
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Большой интерес представляет исследование эволюции 
субстратной специфичности вирусов гриппа, выделенных 
от человека, а также ее сравнение со специфичностью 
вирусов других хозяев, таких как утки и свиньи. Первое 
может дать ответ на вопрос о том, чем обусловлена уни-
кальность пандемических nA, а второе – заранее выявлять 
те свойства фермента, которые необходимы ему для пере-
сечения видового барьера.

Специфичность нейраминидазы подтипа n2 виру-
сов человека постепенно изменилась от 3’SiaLac (штам-
мы H2n2 1957 года) к двойственной специфичности, т.е. 
3`SiaLac/6`SiaLac (штаммы между 1972 и 1987 годами). 
Гидролитическую активность по отношению к 6’SiaLac 
регистрировали только у вирусов, выделенных, начиная 
с 1967 года, а начиная с 1972 года наблюдалось увеличение 
активности по отношению к этому субстрату [46]. 

Недавно было показано, что вирусы n2 высокоактивны 
по отношению к 3’SiaLac, тогда как для 6’SiaLac активность 
варьирует от предельно низкой (у птичьих и ранних чело-
веческих вирусов) до высокой (у свиных вирусов и совре-
менных человеческих вирусов). Показано, что активность 
nA по отношению к 6’SiaLac зависит также от вида хозяи-
на, а для вирусов человека − и от года изоляции [45].

Для штаммов n1 70–80-х годов выделения [43, 44] было 
показано, что нейраминидаза практически одинаково узна-
ет 3’SiaLac и 6’SiaLac.

С помощью BODIPY-меченных синтетических олигоса-
харидов [48–51] получены данные по субстратной специ-
фичности n1 и n2 nA некоторых изолятов вирусов гриппа 
уток, свиней и человека. Все исследованные nA десиа-
лилировали α2–3-субстраты лучше, чем α2–6-варианты. 
В случае вирусов с n1 нейраминидазой соотношение ак-
тивностей α2–3/α2–6 составляет ~60 для вируса утки, ~20 
для вирусов свиней и ~4 для человеческого вируса. В случае 
вирусов подтипа H9n2 сходные соотношения α2–3/α2–6 
наблюдаются для вируса утки, в то время как для вирусов 
домашней птицы данное соотношение находится в преде-
лах от 30 до 15, а для вируса свиней ~6, наконец, для вируса 
человека ~10. Было показано для всех nA вирусов челове-
ка, что они различают тонкую структуру α2–3-субстратов, 
т.е. узнают природу внутренних участков углеводных це-
пей сиалоолигосахаридов. 

При использовании полиакриламидных конъюгатов 
с 3`SiaLac, 6`SiaLac и 6`SiaLacnAc было показано, что боль-
шая часть вирусов (подтипы H1n1 и H3n2), выращенных 
на куриных эмбрионах и клетках MDcK, предпочтитель-
но расщепляет 3’SiaLac, а VerO-изоляты тех же вирусов 
предпочтительно гидролизуют 6’SiaLacnAc. Таким обра-
зом, на субстратную специфичность nA влияет природа 
хозяйской клетки, используемой для накопления вируса 
[42]; причина этого явления остается невыясненной.

Результаты изучения субстратной специфичности, по-
лученные разными авторами, как правило, трудно сопоста-
вимы, так как использовались не только различные штаммы 
вирусов, но и различные субстраты или кардинально раз-
ные концентрации субстратов. Так, если Кобаса [45] показал, 
что максимальная активность nA по отношению к 6’SiaLac 
не превышает активности по отношению к 3’SiaLac, 
то в работе Баум и Паульсона [46] она была гораздо выше 
для тех же вирусов. Следует также отметить, что еще 

ни разу при определении специфичности вируса гриппа 
не использовались одновременно как низко-, так и высоко-
молекулярные субстраты известной структуры. 

Несмотря на ограниченность опубликованных на данный 
момент результатов, уже выявляются некоторые законо-
мерности. Во-первых, субстратная специфичность nA че-
ловеческих вирусов гриппа отличается от таковой вирусов 
гриппа птиц. Во-вторых, олигосахаридная специфичность 
nA вирусов гриппа, циркулирующих в различных видовых 
популяциях (птицы, свиньи, человек), заметно отличает-
ся по крайней мере по параметру «отношение скоростей 
гидролиза 2–3-олигосахаридов к 2–6-олигосахаридам». 
В-третьих, субстратная специфичность нейраминидаз 
вирусов, выращенных на различных клетках, может быть 
различной. 

Данные о функционировании nA будут неполными, 
если не брать в расчет второй поверхностный белок вируса 
гриппа, гемагглютинин. Работ, где одновременно проводи-
лось исследование субстратной специфичности HA и nA, 
а также исследовалась их связь с инфекционными свой-
ствами вируса гриппа, практически нет. Представленные 
в данном обзоре новые методы исследования nA теперь 
«догнали» более продвинутые, разрабатывавшиеся с опе-
режением методы исследования HA; поэтому несложно 
предсказать, что одной из основных тенденций в изучении 
вируса гриппа ближайших лет будет именно совместное 
изучение активности и специфичности HA и nA. 

Обзор написан при поддержке гранта № 04-04-49669 
Российского фонда фундаментальных исследований, 

а также гранта «Молекулярная и клеточная биология» 
Президиума РАН.
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