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СЕЛЕКТИВНОЕ УСИЛЕНИЕ СВЯЗЫВАНИЯ БЕЛКА PNOC С КОРЕЦЕПТОРАМИ 
ВИЧ1 CCR5 И CXCR4 ПОД ДЕЙСТВИЕМ МИССЕНСМУТАЦИЙ: 
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Целью данного исследования стала систематическая in silico оценка влияния естественных миссенс-мутаций PNOC 
на стабильность и энергию связывания его комплексов с CCR5 и CXCR4 для идентификации вариантов с повышенной 
аффинностью, потенциально пригодных для ингибирования вирусного проникновения. 
Материалы и методы. Методами молекулярного моделирования с использованием алгоритма AlphaFold были построены 
трехмерные структуры комплексов белка PNOC дикого типа с  CCR5 и  CXCR4. На их основе с  помощью программы 
FoldX смоделированы мутантные варианты PNOC, локализованные в сайтах контакта с рецепторами. Для количествен-
ной оценки эффекта мутаций проводились расчет изменения свободной энергии стабильности комплекса (DStability) 
и  энергии взаимодействия между белками (DConnection), анализ изменения количества атомарных контактов 
(DContacts) и прогноз функциональной значимости замен с помощью алгоритма PolyPhen-2. 
Результаты и их обсуждение. Показано, что PNOC дикого типа обладает более высокой предсказанной аффинностью 
к CXCR4 по сравнению с CCR5. Для комплекса PNOC-CCR5 был идентифицирован один кандидат (E50K), полностью 
удовлетворяющий строгим критериям отбора (снижение DStability и DConnection, сохранение количества контактов, ста-
тус «benign»). Для комплекса PNOC-CXCR4 выявлен более широкий спектр значимых мутаций, среди которых четыре 
(F14L, S20N, R23K, V43M) соответствовали всем критериям. Особый интерес представляют мутации с селективным 
действием: E50K (улучшает связывание с CCR5, но ухудшает с CXCR4) и F14L (единственная мутация, улучшающая 
параметры связывания с обоими рецепторами). 
Заключение. Впервые проведен систематический вычислительный анализ влияния миссенс-мутаций PNOC на его взаи-
модействие с корецепторами ВИЧ-1. Идентифицированы конкретные аминокислотные замены (E50K для CCR5; F14L, 
Q22P и другие для CXCR4), которые статистически значимо улучшают энергию связывания и стабильность комплексов. 
Эти мутантные формы PNOC представляют собой перспективных кандидатов для дальнейшей экспериментальной про-
верки их способности ингибировать связывание вируса с клеткой-мишенью и могут рассматриваться в качестве основы 
для разработки новых стратегий противовирусной терапии. 
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The aim of this study was a systematic in silico evaluation of the effect of natural missense mutations in PNOC on the stability 
and binding energy of its complexes with CCR5 and CXCR4 to identify variants with enhanced affinity, potentially suitable for 
inhibiting viral entry. 
Materials and methods. Three-dimensional structures of wild-type PNOC protein complexes with CCR5 and CXCR4 were 
built using molecular modeling methods with the AlphaFold algorithm. Based on these, mutant PNOC variants localized at the 
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receptor contact sites were modeled using the FoldX program. To quantitatively assess the mutation effects, we calculated the 
change in the complex stability free energy (DStability) and the protein-protein interaction energy (DConnection), analyzed the 
change in the number of atomic contacts (DContacts), and predicted the functional impact of the substitutions using the 
PolyPhen-2 algorithm. 
Results and discussion. The wild-type PNOC was shown to have a higher predicted affinity for CXCR4 compared to CCR5. 
For the PNOC-CCR5 complex, one candidate (E50K) was identified that fully met the strict selection criteria (decrease in both 
DStability and DConnection, preserved number of contacts, «benign» status). For the PNOC-CXCR4 complex, a broader 
spectrum of significant mutations was revealed, among which four (F14L, S20N, R23K, V43M) met all the criteria. Mutations 
with selective action are of particular interest: E50K (improves binding to CCR5 but impairs it for CXCR4) and F14L (the only 
mutation that improves binding parameters for both receptors). 
Conclusion. For the first time, a systematic computational analysis of the impact of PNOC missense mutations on its interac-
tion with HIV-1 co-receptors has been conducted. Specific amino acid substitutions (E50K for CCR5; F14L, Q22P, and others 
for CXCR4) that statistically significantly improve the binding energy and complex stability have been identified. These mutant 
PNOC forms represent promising candidates for further experimental validation of their ability to inhibit viral binding to the tar-
get cell and can be considered as a basis for developing new strategies for antiviral therapy. 
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Введение. ВИЧ-инфекция, вызываемая виру-
сом иммунодефицита человека (ВИЧ), остается 
одной из наиболее серьезных проблем глобального 
общественного здравоохранения. Несмотря 
на  успехи антиретровирусной терапии (АРТ), 
широкое распространение резистентных штаммов 
вируса и наличие побочных эффектов от длитель-
ного приема препаратов диктуют необходимость 
поиска новых терапевтических мишеней и страте-
гий [1–3]. Одним из ключевых и наиболее уязви-
мых этапов жизненного цикла ВИЧ является про-
никновение вириона в клетку-мишень. Этот про-
цесс инициируется связыванием вирусного белка 
оболочки gp120 с клеточным рецептором CD4, что 
индуцирует конформационные изменения и созда-
ет условия для взаимодействия gp120 с корецепто-
ром, в роли которых преимущественно функциони-
руют хемокиновые рецепторы CCR5 или CXCR4 

[4–6]. Блокада этих корецепторов, по  аналогии 
с  естественным механизмом устойчивости, 
обусловленным делецией CCR5-D32, представ-
ляет собой перспективный подход к ингибирова-
нию вирусного прикрепления [7, 8]. 

В рамках поиска новых эндогенных регуляторов 
взаимодействия ВИЧ с  клеткой-хозяином ранее 
был проведен многоэтапный биоинформатический 
скрининг. В его ходе белок PNOC (prepronocicep-
tin) идентифицирован в качестве одного из наибо-
лее перспективных кандидатов, прошедших ран-
жирование на  основе сетевого анализа, данных 
о  тканевой коэкспрессии и сходства вовлеченных 
биологических путей с  путями рецепторов CCR5, 
CXCR4, CCR2 и CD4 с последующей верификаци-
ей физического взаимодействия обнаруженных 
белков посредством моделирования в AlphaFold 
[9–11]. 
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PNOC кодирует прекурсорный белок, который 
подвергается протеолитическому процессингу 
с образованием нескольких биологически актив-
ных пептидов, наиболее изученным из  которых 
является ноцицептин (orphanin FQ) [12, 13]. 

Ноцицептин является эндогенным лигандом 
рецептора NOP (nociceptin opioid peptide receptor), 
принадлежащего к семейству опиоидных рецепто-
ров. PNOC и его пептиды играют роль в регуляции 
широкого спектра физиологических процессов, 
включая модуляцию боли, стресс-ответ, тревож-
ность, а  также функции иммунной системы [14, 
15]. Примечательно, что рецептор NOP, как 
и  CCR5/CXCR4, принадлежит к  надсемейству 
рецепторов, связанных с  G-белками (GPCR), что 
указывает на потенциальную структурную и, воз-
можно, функциональную пластичность относи-
тельно лигандов [16, 17]. 

В результате молекулярного моделирования 
с использованием алгоритма AlphaFold было пред-
сказано взаимодействие белка PNOC с корецепто-
рами CCR5 и  CXCR4 [11, 18]. При анализе 
построенных моделей установлено, что относи-
тельно линейная структура PNOC способна фор-
мировать интерфейсы связывания с различными 
доменами рецепторов. Важно отметить, что в дан-
ных in silico условиях, без учета липидного бислоя, 
PNOC формировал контакты как с внеклеточны-
ми, так и  с внутриклеточными участками CCR5 
и CXCR4, что, вероятно, представляет собой арте-
факт моделирования изолированных белков 
и маловероятно в физиологическом контексте. 

Несмотря на это ограничение, полученные моде-
ли представляют ценность для исследования. Во-
первых, они служат уникальным инструментом для 
изучения молекулярных основ взаимодействия 
PNOC с корецепторами и идентификации амино-
кислотных остатков, критически важных для свя-
зывания. Во-вторых, функционально активные 
варианты, по аналогии с полиморфизмом CCR5-
D32, потенциально способны модулировать вос-
приимчивость к  ВИЧ-инфекции, открывая пер-
спективы для выявления естественных механизмов 
устойчивости [19, 20]. 

Таким образом, основной целью данного иссле-
дования являлась оценка влияния естественных 
миссенс-мутаций белка PNOC на  стабильность 
и энергию связывания его комплексов с корецеп-
торами ВИЧ-1 CCR5 и CXCR4 для идентификации 
вариантов с  потенциально повышенной аффин-
ностью, которые могли бы рассматриваться 

в  качестве кандидатов для роли ингибиторов 
вирусного проникновения. 

Цель. Провести систематический in silico ана-
лиз влияния естественных миссенс-мутаций белка 
PNOC на стабильность и энергию связывания его 
комплексов с  корецепторами ВИЧ-1 CCR5 
и CXCR4 для идентификации вариантов с потенци-
ально повышенной аффинностью. 

Материалы и методы. Построение и подго-
товка базовой модели комплекса. Трехмерные 
структуры комплексов белка PNOC дикого 
типа  (AAV38141.1) с  рецепторами CCR5 
(NP_001381712.1) и CXCR4 (EAX11616.1) были 
построены с использованием алгоритма AlphaFold 
Server [18]. Полученную модель дикого типа подвер-
гли оптимизации с  помощью процедуры «Repair 
PDB» в  программе FoldX [21], интегрированной 
в пакет молекулярного моделирования YASARA [22] 
с целью устранения стерических конфликтов и ста-
билизации структуры в условиях in silico среды. 

Отбор миссенс-мутаций и моделирование 
мутантных вариантов. Из базы данных 
UniProt получены сведения о  несинонимичных 
однонуклеотидных полиморфизмах белка PNOC 
[23]. Для дальнейшего анализа были отобраны 
мутации, локализованные в предсказанных сайтах 
контакта с рецепторами CCR5 и CXCR4. Модели 
мутантных вариантов были получены из энергети-
чески оптимизированной структуры дикого типа 
с  помощью алгоритма встроенного мутагенеза 
в FoldX. 

Расчет свободной энергии взаимодей-
ствия между белками в комплексе. Для коли-
чественной оценки эффекта мутаций проведен рас-
чет свободной энергии для всех полученных моде-
лей с использованием алгоритма FoldX. Для каж-
дой модели рассчитывались энергия стабильности 
комплекса (Complex Stability) и  энергия взаимо-
действия между партнерами в  комплексе 
(Connection energy). На основе этих расчетов 
определялась разница энергий (DStability, 
DConnection) между мутантным и диким типом для 
каждого параметра. 

Анализ интерфейса взаимодействия. Для 
всех смоделированных комплексов в  программе 
UCSF ChimeraX [24] провели анализ интерфейса 
взаимодействия с  подсчетом общего количества 
атомарных контактов и  водородных связей. 
Рассчитывали суммарное число контактов 
(∑Contacts = Контакты — стерические столкнове-
ния + водородные связи). Полученные значения 
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сравнивали с  таковыми для комплексов дикого 
типа (DContacts). 

Предсказание функциональной значимо-
сти мутаций. Для каждого полиморфного вари-
анта с помощью алгоритма PolyPhen-2 выполнили 
прогноз функциональной значимости и потенци-
ального нарушения функции белка [25]. Замены 
классифицировались как «probably damaging», 
«possibly damaging» и «benign». 

Критерии оценки потенциально значимых 
мутаций. Для идентификации мутаций, пред-
ставляющих наибольший интерес в  контексте 
поиска естественных модуляторов взаимодействия 
ВИЧ с  клеткой-хозяином, был применен ком-
плексный критерий. Его целью являлось выявле-
ние вариантов, сочетающих повышенную стабиль-
ность комплекса и  улучшенную энергию взаимо-
действия внутри комплекса с  сохранением исход-
ной функциональности белка и  аналогичным 
или  увеличенным количеством контактов. 
Соответственно, мутантный вариант PNOC клас-
сифицировали как потенциально значимый при 
одновременном выполнении следующих условий: 
снижение энергии стабильности комплекса 
(DStability <0) и  энергии взаимодействия 
(DConnection <0), сохранение или  увеличение 
количества суммарных контактов (DContacts ≥0), 
а  также прогноз функционального эффекта как 
«benign» согласно PolyPhen-2. 

Результаты и их обсуждение. В процессе иссле-
дования построены и проанализированы in silico 
модели комплексов белка PNOC дикого типа 
с рецепторами CCR5 и CXCR4. В ходе моделиро-
вания показано, что PNOC формирует обширные 
интерфейсы взаимодействия с обоими корецепто-
рами, однако энергетические профили этих ком-
плексов существенно различались. Энергия ста-
бильности комплекса PNOC-CCR5 дикого типа 
составляла 71,91 ккал/моль, а энергия взаимодей-
ствия между белками в  комплексе (Connection 
energy) –23,47 ккал/моль. В то же время для ком-
плекса PNOC–CXCR4 дикого типа энергия ста-
бильности комплекса была значительно ниже 
(37,63  ккал/моль), а  энергия взаимодействия 
в  комплексе существенно более отрицательной 
(–42,12 ккал/моль). Эти данные свидетельствуют 
о  более высокой предсказанной аффинности 
PNOC к рецептору CXCR4 в условиях моделиро-
вания по сравнению с CCR5. При анализе интер-
фейсов взаимодействия обнаружено 200 суммар-
ных контактов для комплекса с  CCR5 и  231  кон-

такт для комплекса с  CXCR4, что дополнительно 
подтверждает более обширное взаимодействие 
с последним. 

Для комплекса PNOC-CCR5 обнаружен ограни-
ченный набор мутаций, улучшающих связывание. 
Анализ 30 миссенс-мутаций PNOC в контексте ком-
плекса с  CCR5 показал, что большинство замен 
либо не оказывали значительного влияния на пара-
метры связывания, либо приводили к их ухудшению. 
В  результате отбора по  комплексному критерию 
идентифицирован единственный кандидат — мута-
ция E50K, для которой показано снижение энергии 
стабильности комплекса на 3,11 ккал/моль и улуч-
шение энергии взаимодействия на 1,57 ккал/моль 
при сохранении количества контактов и  статусе 
«benign». При анализе мутаций, соответствующих 
трем из четырех критериев, идентифицированы пер-
спективные варианты с  различными профилями. 
Для мутации T59I продемонстрировано значитель-
ное улучшение энергетических параметров 
(DStability =–1,74, DConnection =–0,96) и  уве-
личение количества контактов, однако данная мута-
ция была предсказана как «possibly damaging». 
У мутации T59A зарегистрировано улучшение энер-
гии взаимодействия между белками в комплексе при 
статусе «benign», но  с  выявленным снижением 
количества контактов. Для мутаций F14L и Q22P 
показан статус «benign» и  продемонстрировано 
умеренное улучшение показателя энергии стабиль-
ности комплекса, однако первая мутация сопровож-
далась снижением количества контактов, а  вто-
рая — незначительным ухудшением энергии взаи-
модействия. У  мутации M161T сохранились все 
параметры на уровне, близком к дикому типу, со 
статусом «benign». Особый интерес представляет 
мутация R148W, для которой зарегистрировано 
наибольшее улучшение энергии взаимодействия 
между белками (DConnection = –1,75) среди всех 
изученных вариантов, однако статус данной мутации 
«probably damaging». Данные по всем проанализи-
рованным мутациям PNOC для комплексов с CCR5 
представлены в табл. 1. 

Для комплекса PNOC-CXCR4 обнаружен 
широкий спектр стабилизирующих мутаций. 
Анализ 40  миссенс-мутаций PNOC в  комплексе 
с CXCR4 позволил выявить значительно большее 
количество функционально значимых вариантов 
по сравнению с CCR5. Четыре мутации полностью 
удовлетворяли строгим критериям отбора: F14L, 
S20N, R23K и  V43M, продемонстрировали улуч-
шение энергии взаимодействия между белками при 
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сохранении или улучшении остальных параметров 
и статусе «benign». Среди них у F14L показано 
наибольшее снижение энергии стабильности ком-
плекса (–2,21 ккал/моль). 

Среди вариантов, соответствующих трем из четы-
рех критериев, мутация Q22P отмечена в связи со 
значительным улучшением энергетических пара-
метров (DStability =–4,05, DConnection =–3,62) 
при статусе «benign», несмотря на снижение коли-
чества контактов. У мутаций G135R и S139L обна-
ружили максимальное улучшение энергии взаимо-

действия между белками (–4,54 и –1,99 ккал/моль 
соответственно) при увеличении количества кон-
тактов, но данные мутации были определены алго-
ритмом как «probably damaging». Для мутаций 

V17A и Q155R констатировали умеренное улучше-
ние энергии взаимодействия при статусе «benign», 
но для первой не обнаружено значимого изменения 
стабильности комплекса, а для второй наблюдали 
снижение количества контактов. 

Для V43L, хоть и  не соответствующей основным 
критериям, показано усиление взаимодействие в ком-
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плексе и значительное увеличение количества контак-
тов (+8) при статусе «benign». При этом F14L — един-
ственный вариант с улучшающими параметры связыва-

ния для обоих рецепторов одновременно. Данные 
по  всем проанализированным мутациям PNOC для 
комплексов с CXCR4 представлены в табл. 2. 
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Выявлены мутации с селективным и противопо-
ложным действием на  связывание с  разными ко-
рецепторами. Наиболее показательным примером 
служит мутация E50K. Как отмечено выше, для 
CCR5 она классифицирована как улучшающая. 
Однако в комплексе с CXCR4 эта же мутация про-
являет резко негативный эффект, значительно 
повышая энергию взаимодействия (DConnection 
=+7,38  ккал/моль) и  дестабилизируя комплекс 
(DStability =+8,14 ккал/моль). Эти данные подчер-
кивают критическую роль остатка Glu50 для связы-
вания с CXCR4 и его негативный вклад во взаимо-
действие с CCR5. Другой пример — мутация G135R, 
которая кардинально улучшает связывание 
с CXCR4, но практически не влияет на комплекс 
с  CCR5. Таким образом, полученные результаты 
позволяют не только идентифицировать мутации, 
универсально усиливающие аффинность, но и выде-
лить замены, которые могут избирательно блокиро-
вать один корецептор, не затрагивая другой. 

Проведенное in silico исследование представ-
ляет собой систематический анализ влияния есте-
ственных миссенс-мутаций белка PNOC на  его 
потенциальную способность к  взаимодействию 
с  корецепторами ВИЧ-1 CCR5 и  CXCR4. 
Полученные результаты требуют интерпретации 
в  контексте фундаментальных представлений 
о механизмах вирусного проникновения и пластич-
ности белок-белковых взаимодействий. 

Прежде всего, выявленные различия в энерге-
тических профилях комплексов дикого типа согла-
суются с  данными о  высокой конформационной 
пластичности хемокиновых рецепторов и их спо-
собности взаимодействовать с широким спектром 
лигандов [19, 20]. Значительно более высокая 
предсказанная аффинность PNOC к  CXCR4, 
по сравнению с CCR5, позволяет предположить 
потенциальную роль этого белка в качестве есте-
ственного модулятора, в первую очередь для X4-
тропных штаммов ВИЧ-1. 

Основной результат работы заключается 
в демонстрации того, что отдельные аминокислот-
ные замены способны существенно модифициро-
вать энергетический ландшафт взаимодействия 
PNOC с  корецепторами. Согласно устоявшимся 
представлениям, изменение свободной энергии свя-
зывания на величину ≈1 ккал/моль считается био-
логически значимым [26]. Однако интерпретация 
данного показателя должна проводиться с осторож-
ностью, поскольку указанный критерий характерен 
для in vivo моделей, а не для смоделированных in 

silico условиях, где точность и биологическая значи-
мость изменений могут отличаться из-за ограниче-
ний моделей и  условий эксперимента. В  данном 
исследовании для множества мутаций получены 
значения DConnection energy, превышающие этот 
порог (например, G135R: –4,54  ккал/моль для 
CXCR4; E50K: –1,57  ккал/моль для CCR5), что 
указывает на  качественное изменение функцио-
нального потенциала белка. 

Повышенная стабильность комплекса PNOC 
с  корецептором, характеризуемая более отрица-
тельными значениями DStability и DConnection, 
свидетельствует об  увеличении времени жизни 
этого комплекса [27]. Для эффективного блокиро-
вания прикрепления ВИЧ это критически важно, 
так как вирусная частица, сталкиваясь с  занятым 
рецептором, будет неспособна к связыванию [28]. 
Более медленная диссоциация лиганда, которая 
часто коррелирует со стабильностью комплекса 
[29, 30], может обусловливать продолжительное 
блокирование сайта связывания для вирусного 
белка gp120 даже в условиях флуктуирующих кон-
центраций пептидов in vivo. 

Особый интерес представляет выявление мута-
ций с  селективным действием. Мутация E50K, 
улучшающая связывание с CCR5 и резко ухудшаю-
щая его с  CXCR4, демонстрирует, как точечная 
замена может изменить рецепторную специфич-
ность. Этот вывод указывает на  потенциальную 
возможность конструирования селективных блока-
торов и требует дальнейшего структурного анализа. 

Следует, однако, отметить ограниченную пред-
сказательную силу отдельных параметров. Ярким 
примером является мутация Q22P для комплекса 
с CXCR4, которая демонстрирует одно из наиболее 
значительных улучшений энергии взаимодействия 
между белками, несмотря на  снижение общего 
количества контактов. Этот факт подчеркивает 
преобладание влияния качества взаимодействий 
над  их количеством [31, 32] и  свидетельствует 
о необходимости более детального анализа приро-
ды и геометрии контактов. 

Важным аспектом интерпретации является 
функциональный прогноз PolyPhen-2. Мутации, 
предсказанные как «probably damaging» (напри-
мер, G135R для CXCR4), могут сохранять или уси-
ливать связывающую способность, при этом нару-
шая нативную сигнальную функцию PNOC. В кон-
тексте создания ингибитора вирусного проникно-
вения это можно рассматривать как желательное 
свойство, позволяющее избежать нежелательной 
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активации сигнальных путей. В  то же время 
«benign»-мутации (такие как E50K для CCR5 
или F14L/V43M для CXCR4) представляют осо-
бый интерес для изучения естественных механиз-
мов модуляции восприимчивости к ВИЧ. 

Примечательно, что F14L оказалась единствен-
ной мутацией, улучшающей параметры связывания 
для обоих рецепторов одновременно. Более широ-
кий спектр усиливающих аффинность замен, 
выявленный для CXCR4, вероятно, обусловлен как 
большим количеством анализированных мутаций 
в этом локусе, так и фундаментальными особенно-
стями биологии этих систем. В частности, известно, 
что PNOC и CXCR4 демонстрируют совместную 
экспрессию в ряде тканей (например, в централь-
ной нервной системе) в отсутствие CCR5 [10], что 
гипотетически могло создать предпосылки для фор-
мирования более вариабельного и  пластичного 
интерфейса взаимодействия между ними. 

Таким образом, перспективным направлением 
дальнейших исследований представляется экспе-
риментальная верификация влияния идентифици-
рованных мутантных форм PNOC на функциональ-
ную активность рецепторов CCR5 и CXCR4, и, что 
наиболее важно, на их способность опосредовать 
прикрепление и проникновение ВИЧ-1 в клетки-
мишени. 

Заключение. В настоящем исследовании метода-
ми молекулярного моделирования впервые проведен 
систематический in silico анализ влияния естествен-

ных миссенс-мутаций белка PNOC на стабильность 
его комплексов с  корецепторами ВИЧ-1 CCR5 
и CXCR4. Было показано, что профиль взаимодей-
ствия PNOC дикого типа различается для двух 
рецепторов и характеризуется более высокой пред-
сказанной аффинностью к  CXCR4. Иденти фи ци -
рован ряд мутаций, способных улучшать энергетиче-
ские параметры связывания. Для CCR5 перспектив-
ным кандидатом выступает мутация E50K, тогда как 
для CXCR4 обнаружен более широкий спектр значи-
мых замен, включая Q22P и F14L. Особый интерес 
представляют мутация F14L как единственный вари-
ант, улучшающий связывание с обоими рецептора-
ми, а также мутация E50K, демонстрирующая селек-
тивное действие. Выявленные мутантные формы, 
которые сочетают улучшенную аффинность с сохра-
нением или улучшением структурного интерфейса, 
представляют интерес для дальнейшей эксперимен-
тальной проверки их способности влиять на процесс 
прикрепления ВИЧ-1 и  дальнейшего изучения 
в  контексте поиска новых механизмов регуляции 
вирусной инфекции. 
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