
ВВЕДЕНИЕ 

Коронавирусы представляют собой семейство
одноцепочечных (+)РНК-содержащих вирусов,
относящихся к порядку Nidovirales и семейству
Coronaviridae, в котором выделяют: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus, Deltacoronavirus [1].
Способные заражать человека коронавирусы
относятся к родам Alphacoronavirus и Betacoronavirus,
в то время как вирусы родов Gammacoronavirus и
Deltacoronavirus заражают в основном птиц [2]. Геном
коронавирусов составляет ~26-32 тысяч нуклеотидов,
что является одним из самых больших геномов среди
РНК-содержащих вирусов [3]. 

Вирусы SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2
получили эпидемиологическое распространение
в человеческой популяции. Более того, 11 марта 2020 г
вспышка SARS-CoV-2 была объявлена Всемирной
организацией здравоохранения пандемией. Появление
новых штаммов вируса SARS-CoV-2 приводит к потере
эффективности лекарственных соединений, поэтому
разработка новых и анализ уже существующих
ингибиторов является актуальной задачей. 

Генетически SARS-CoV-2 схож с коронавирусом
летучих мышей BatCoV RaTG13 (96% идентичной
последовательности) и с SARS-CoV (80% идентичной
последовательности) [4]. Целями для воздействия
фармакологически активных соединений являются
S-белок, РНК-зависимая РНК-полимераза [5],
хеликаза [6], папаин-подобная протеаза [7] и главная
протеаза (3CLpro или Mpro). Последняя является
привлекательной мишенью для разработки новых
лекарственных соединений, так как данная
протеаза консервативна и структурно схожа
с главными протеазами других коронавирусов [8].
Последовательность аминокислот показывает
~99% идентичности с главной протеазой
BatCoV RaTG13, ~96% идентичности с главной
протеазой SARS-CoV и 50% идентичности сMERS-CoV.

В структуре главной протеазы выделяют
N-конец, и два химотрипсин-подобных домена I и II,
глобулярный домен III, состоящий из пяти спиралей
с С-концом и длинной петлей, соединяющей
домены II и III. Место связывания с субстратом
состоит из двух глубоко расположенных сайтов S1 иS2,
гидрофобного сайта S4 и нескольких открытых
растворителю сайтов S3, S5 и S1′ [9]. Сайт S1 состоит
из остатков аминокислот Phe140/Leu141/Asn142/
Gly143/Ser144/His163/Glu166/His172, сайт S2 —
из остатков His41/Cys44/Met49/Pro52/Tyr54 и
алкильной части боковых цепей Asp187/Gln189.
Остатки аминокислот Met165/Pro168/Gln192 и
Gln189/Thr190/Ala191 составляют основу сайта S4,
а боковые цепи Thr25/Leu27/His41/Cys145/H164
относятся к сайту S1′ (рис. 1).При этом все эти остатки
консервативны в 12 Mpro разных коронавирусов. 

В зависимости от механизма действия разделяют
ковалентные и нековалентные (конкурентные)
ингибиторы главной протеазы SARS-CoV-2.
Ковалентные ингибиторы содержат активную
группу, которая способна вступать в химическую
реакцию с местом связывания главной протеазы
и блокировать её. К таким ингибиторам
относятся соединения, содержащие, например,
акцепторы Михаэля [18-19], альдегидную
группу [10], нитрильную группу [11], α-кетоамидную
группу [12] и др. К достоинствам данного
вида ингибиторов относят высокую селективность
и активность, но в то же время ковалентные
ингибиторы обладают рядом существенных
недостатков, такими как высокая токсичность [13].
Механизм действия нековалентных ингибиторов
основан на взаимодействии фармакологически
активного соединения с местом связывания
при помощи гидрофобных взаимодействий,
водородных связей, электростатических и
ван-дер-ваальсовых сил. И хотя нековалентные
ингибиторы менее активные, чем ковалентные,
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они обладают гораздо более низкой токсичностью,
поэтому представляют не меньший интерес
для исследования. 

Существует много работ, посвящённых
предсказанию активности ингибиторов
по отношению к главной протеазе SARS-CoV-2,
как для ковалентных [14], так и нековалентных
ингибиторов [15], Аналогичные работы существуют
и для ингибиторов главной протеазы SARS-CoV-1 [16].
Как правило, ингибиторы, использованные в таких
работах, представляют серии химически “родственных”
соединений. Например, авторами работы [17]
был исследован набор из 110 соединений —
производных N-оксида пиридина; работы [18] —
набор из 28 соединений на основе
N-фенил-2-(2-пиримидинилтио)ацетамида; в [19] были
проанализированы соединения, представляющие
собой полифенолы из морских водорослей.
Максимально возможное число таких групп описано
в работе [20]. Немало и работ, где используют
разнородные выборки, включающие соединения
разных химических групп [21]. Механистическое
объединение разнородных выборок и обязательное
наличие “выбросов” (объявление части выборки
несоответствующей генеральной совокупности,
если результат неудовлетворительный) в таких
работах приводит к тому, что достоверность
полученных результатов очень сомнительна, тем более
что количество ошибок в таких выборках неизвестно.

Для случая, когда имеет место быть моделирование
комплексов, результат тоже бывает неоднозначный,
так как близкое к “реальному” положение лиганда
не всегда находится в топе отобранных. 

Задачей работы был анализ простых
линейных моделей, основанных на использовании
данных об известных или смоделированных
комплексах. При этом собранные данные
подвергали дополнительной проверке и фильтрации
по несвязанным с предсказанием целевой
величины критериям. 

МЕТОДИКА

Первоначальный отбор соединений проводили
с использованием исходных данных, либо
результатов работ [22-50], в которых исследовались
конкурентные ингибиторы Mpro SARS-CoV-2.
Для части из таких соединений (1-39) существуют
данные о 3D структурах комплексов, депонированные
в Protein Data Bank [PDB]. Отбирали соединения,
имеющие молекулярный вес от 250 а.е. Всего таких
соединений было собрано 148 (рис. 2, табл. 1).
Для определения качества выборки были
проанализированы ссылки на первоисточники
данных (нередко имела место перепубликация
данных из более ранних работ), на методики
измерения целевой величины (IC50) и др. Например,
ингибиторную активность соединений исследовали
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Рисунок 1. Схематичное изображение места связывания в главной протеазе SARS-CoV-2 с указанием
консервативности аминокислотных остатков при сравнении различных коронавирусов [9] (лицензия
открытого доступа).



с использованием 5 различных субстратов:
(1) Dabcyl-KTSAVLQSGFRKME-Edans, всего
90 значений; (2) MCA-AVLQSGFR-K(Dnp)-K-NH2 — 5;
(3) HiyteFluor-488ESATLQSGLRKAK-(QXL)-NH2 — 1;
(4) Dabcyl-KNSTLQSGLRKE-Edans — 40;
(5) Ac-TSAVLQSGFRKK(biotin)-NH2 — 9. В данной
работе значения, полученные с использованием
наиболее редких субстратов 2 и 3, не использовали.
Кроме того, для трёх вариантов (4-6) данные
о субстрате не получилось выявить. Для четырёх
вариантов (4, 6, 16, 17) выяснилось, что значения IC50
взяты из работ по ингибированию главной
протеазы SARS-CoV-1, и кристаллические структуры
также принадлежали SARS-CoV-1. При этом
для 4 и 6 было обнаружено, что данные их тоже
не использовали. Ещё для одного соединения

выяснилось, что оно является неконкурентным
ингибитором (83). Таким образом, выборка была
сокращена до 136 соединений, из них для 30 структура
комплексов с ферментом была известна из PDB. 

Для лигандов с неизвестной структурой комплекса
проводили моделирование комплексов с протеазой
с использованием программы Schrodinger [51].
В качестве прототипа для докинга использовали
вариант структуры Mpro из комплекса с соединением 39
(PDB ID 7N44). Область докирования определили
как куб с размерами 20×20×20 Å вокруг лиганда 39.
Процедура докинга была выполнена с использованием
модуля Glide [52], при этом лиганды считали
гибкими, а лучшую по оценочной функции Glide
позицию отбирали после процедуры финальной
минимизации структуры.

ПРЕДСКАЗАНИЕ ЗНАЧЕНИЙ IC50 ИНГИБИТОРОВ Mpro SARS-CoV-2
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Рисунок 2. Структурные формулы соединений, использованных в работе (табл. 1).



Общую структуру комплексов оптимизировали
с использованием поля сил OPLS3e [53]. Данную
процедуру проводили для всех комплексов, включая
структуры, полученные из PDB. Для каждого
комплекса рассчитывали изменения свободной
энергии с использованием метода MMGBSA.
Использовали модель сольватации VSGB.

Изменение свободной энергии связывания
рецептора и лиганда (ΔGbind) методом MMGBSA
рассчитывается по формуле:

ΔGbind = Ecomplex – Eligand – Ereceptor ,

где величина потенциальной энергия комплекса,
рецептора (фермента) и лиганда вычисляется
для оптимизированной структуры [51].

Для предсказания величины IC50 (в виде lg(IC50 нМ))
использовали как конечную величину ΔGbind (E1),

так и набор из 7 покомпонентных значений (E2),
включающих изменение энергии кулоновского
взаимодействия, энергии ковалентных взаимодействий
в лиганде и рецепторе, энергии ван-дер-ваальсовых
взаимодействий, неполярного вклада в энергию
сольватации по площади поверхности,
электростатического вклада в энергию сольватации
на основе обобщённой модели Борна, вклада
водородного связывания и вклада, связанного
с липофильностью.

Кроме того, для каждого из лигандов
средствами программы Sybyl-X [54] был рассчитан
набор из 6 параметров (P), характеризующих
свойства лигандов (молекулярный вес, общий и
полярный объём, площадь общей и полярной
поверхности, число связей, по которым
возможно вращение).

Иванова и др.
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Рисунок 2. Структурные формулы соединений, использованных в работе (табл. 1) (продолжение).
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Процедура докинга не даёт однозначного
варианта положения лиганда в месте связывания,
таким образом, нужно отобрать “правильные”
позы. В качестве критерия “правильности”
использовали следующие правила: (1) соединения
с известной кристаллической структурой
считались “правильными”; (2) для смоделированных
комплексов “правильными” считали такие, в которых
положение лиганда в пространстве соответствовало
похожему соединению с известной структурой,
либо положение группы близких по структуре
соединений имели схожее расположение в месте
связывания. Так как среди 148 лигандов были
соединения различной химической природы,
то провели кластеризацию по фрагментным
фингерпринтам (вектор из 1024 бинарных значений,
где единица ставится при наличии в соединении
определённого фрагмента химической структуры).
Все соединения были разделены на 18 кластеров,
2 из 14 кластеров первого уровня были поделены
на 2 и 4 подкластера.

При создании моделей предсказания величины
IC50 использовали уравнения линейной регрессии.
В качестве независимых переменных использовали
как наборы E1, E2 и P, так и их комбинации
E1+P и E2+P. Качество моделей оценивали
по результатам процедуры скользящего контроля
методом выкидывания по одному (“leave-one-out
cross-validation”) и предсказанию для тестовой
выборки. Для набора переменных E2+P дополнительно
использовали тест на выкидывание 20% значений.
Данные отсортировывали по значению IC50, а затем
отбирали каждый n-ый элемент, сформировав
5 выборок, имеющих сходные диапазоны значений IC50.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты отбора по положению лигандов
в месте связывания представлены в таблице 2.
Из 18 структурных кластеров 5 имеют не более
3 структур, к тому же не совпадающих по положению
с лигандами с известной структурой. Два кластера

Иванова и др.
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Таблица 2. Формирование обучающей и тестовой выборок по положению ингибитора в месте связывания главной
протеазы SARS-CoV-2

Примечание. МС – малая серия.

№
кластера

Известна структура комплекса Результаты моделирования комплекса

Причина удаления
соединения 
из выборки 

В
се
го

 с
ое
ди

не
ни

й 

В
 о
бу
ча
ю
щ
ей

 в
ы
бо

рк
е

В
 т
ес
то
во
й 
вы

бо
рк
е

Расположены 
в месте 

связывания
единообразно 

Положение
не совпадает

Расположены 
в месте 

связывания
единообразно

Положение 
не совпадает

1 21 МС 1: 73, 75, 78 56, 72, 74, 76, 77,
79, 80, 120, 128 13 1 3

2 1-3, 12, 23, 24,
31, 37, 38 16 16 – SARS-CoV-1 

37, 38 – субстрат 2 10 7

3.1 83, 111, 114, 116-118 
МС 2: 53, 112, 115

81, 82, 113, 119,
136-138, 142

118 – неконкурентный
ингибитор 17 5 3

3.2 МС 2: 139, 143, 147 135, 141, 142-146 8 3
4 127 1

5 84-88, 90-92, 95-102,
104, 105, 107, 108, 110

89, 93, 94, 103,
106, 109 27 21

6 17 122 17 – SARS-CoV-1 2
7 32 121, 123, 125, 126 5 5
8 18 52, 124 3 1
9 11 140, 148 11 – субстрат 2 3
10.1 14 69 14 – субстрат 3 2

10.2 5-7, 25, 26, 30 4 54, 55, 57-68,
70, 71

4, 6 – SARS-CoV-1 
4-6 – субстрат 
не определён

23 4

10.3 13, 20 2 2

10.4 8-10, 15, 19, 22,
27-29, 33-36 15 13 13

11 129-132 4 4
12 39-51 13 13
13 133 1
14 134 1



полностью состоят из соединений с известной
структурой, ещё один — наполовину, причём
среди близких структур в 2-х случаях имеются
разные положения в кристаллах. Ещё один имеет
3 более-менее сходно лежащих лиганда из 12
(малая серия 1). В другом можно выделить 2 группы
совпадающих по положению в пространстве лигандов
из 6 и 3 (малая серия 2) соединений. К малой серии 2
можно отнести ещё 3 лиганда, отличающихся
химически и приписанных другому подкластеру,
но в целом сходным образом расположенных
в месте связывания. В результате было отобрано
76 соединений, из которых была сформирована
обучающая выборка (диапазон значений lg(IC50)
от 1,26 до 4,95). 9 соединений из малых серий
составили тестовую выборку.

Было построено несколько моделей (уравнений)
предсказания величины lg(IC50) с использованием
разных наборов независимых переменных (табл. 3).
Следует отметить, что для данной выборки достаточно
использовать один-единственный параметр Е1 (ΔGbind),
чтобы получить удовлетворительный результат.
Однако использование вариантов с большим
числом независимых переменных даёт более
устойчивый результат, что лучше всего видно,
если анализировать R2

т и величину максимальной
ошибки тестовой выборки. Наиболее наглядно
это демонстрируется на рисунке 3, где представлены
3 варианта предсказаний по уравнениям, полученным
с использованием энергетических переменных.
Следует отметить то, что если просто взять
все 148 соединений и рассчитать для них
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Таблица 3. Параметры моделей (уравнений) предсказания lg(C50), полученные при обучении,
и результаты тестирования

Примечание. R2
L – R2 обучения; MSEL – средняя ошибка обучения; Q2 – Q2 модели; MELOO – средняя ошибка

для метода скользящего контроля; MaxELOO – максимальная ошибка для метода скользящего контроля;
R2

T 80/20 – R2 тестирования в тесте 80/20; MET 80/20 – средняя ошибка тестирования в тесте 80/20;
R2

T – R2 тестирования; MET – средняя ошибка тестирования; MaxET – максимальная ошибка тестирования.

№
Тип модели

(группы
переменных)

Полное/
оптимальное

число
переменных
(компонент
для 11 и 12)

R2
L MEL Q2 MELOO MaxELOO R2

T 80/20 MET 80/20 R2
T MET MaxET

1 Линейная (E1) 1/1 0,73 0,38 0,71 0,38 1,55 0,67 0,10 1,27
2 Линейная (E2) 7/4 0,79 0,34 0,77 0,36 1,23 0,51 0,10 1,33
3 Линейная (P) 6/5 0,57 0,52 0,51 0,55 1,56 0,46 0,12 1,97
4 Линейная (E1+P) 7/3 0,75 0,35 0,73 0,36 1,4 0,63 0,10 1,41
5 Линейная (E2+P) 13/7 0,80 0,31 0,79 0,34 1,51 0,89 0,05 0,65
6 Линейная (E2+P) 13/8 0,83 0,28 0,78 0,36 1,24 0,79 0,42 0,88 0,05 0,64
7 Линейная (E2+P) 13/4 0,80 0,31 0,77 0,34 1,24 0,84 0,31 0,75 0,09 0,98
8 Линейная (E2+P) 13/5 0,85 0,28 0,82 0,31 1,19 0,67 0,47 0,87 0,08 0,92
9 Линейная (E2+P) 13/6 0,82 0,27 0,78 0,32 1,29 0,82 0,31 0,84 0,07 0,79
10 Линейная (E2+P) 13/8 0,85 0,26 0,81 0,30 1,03 0,63 0,39 0,91 0,07 0,73
11 CoMFA 2 0,82 0,39 0,76 0,45 1,12 0,50 0,14 1,70
12 CoMSIA 5 0,92 0,26 0,75 0,47 1,13 0,65 0,14 1,54

Рисунок 3. Сравнение экспериментальных величин lg(IC50) и предсказанных в процедуре скользящего
контроля (круг) и тестировании (треугольник) для моделей линейной регрессии E1 (А), E2 (Б) и E2+P (В).
По оси ординат экспериментально определённые величины lg(IC50). По оси ординат предсказанные.
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13 параметров, характеризующих вклады в изменение
энергии взаимодействия в комплексе и свойства
лиганда, то, убрав, как это часто делают,
10 так называемых “выбросов”, можно получить
формально удовлетворительную по параметрам
описательную модель, показывающую в тесте
выкидывания по одному величину Q2 на уровне 0,65.
Однако, при тестировании делением выборки
на 80% (обучающая) и 20% (тестовая)
результаты неудовлетворительные. При обучении же
на 76 отобранных соединениях нет необходимости
искать “выбросы”. Для набора E2+P (13 переменных)
достаточно использовать только 7 переменных
без потери качества (Q2 =0,79).При этом в тесте “80/20”
усреднённый R2

предсказания = 0,7, минимальный R2
T

для этих 5 уравнений — 0,75, максимальный — 0,91.
Максимальная ошибка для этой группы уравнений
(E2+P) не превышает 0,92, что позволяет уверенно
относить ингибиторы к сильным, средним или слабым.
Анализ переменных, входящих в число оптимальных
в процедуре скользящего контроля показывает,
что наиболее важными являются: молекулярный вес,
электростатический вклад в энергию сольватации
на основе обобщённой модели Борна, вклад
водородного связывания, изменение энергии
ван-дер-ваальсовых взаимодействий, площадь
полярной поверхности и, иногда, полярный объём.
Не имеют существенного значения изменения
энергии кулоновского взаимодействия и ковалентных
взаимодействий в лиганде и рецепторе, вклад,
связанный с липофильностью, и число связей,
по которым возможно вращение. Единственно
возможного и минимально достаточного набора
переменных выявить не получается, так как
сами по себе некоторые из этих параметров
коррелируют между собой, и в зависимости от набора
соединений в выборке могут подменять друг друга.

Примечательно, что для тех же 76 соединений
модели CoMFA и CoMSIA (использовали
пространственное выравнивание, полученное
в результате совмещения по структуре фермента
кристаллических структур комплексов и данных
докирования) показывают Q2 равный 0,76 и 0,75
соответственно. Для тестовой выборки лучший
вариант R2

предсказания для модели линейной
регрессии составил 0,89, а для CoMFA и CoMSIA
моделей — 0,5 и 0,65. Значение 0,5 формально
неудовлетворительное, но, учитывая, что диапазон
тестовых значений находится в пределах
1,03 логарифмической единицы (3,69 при обучении),
то результат можно считать приемлемым.

Таким образом, при использовании несложных
правил фильтрации обучающей выборки был создан
набор уравнений, адекватно предсказывающий
величину IC50 для ингибиторов главной протеазы
SARS-CoV-2 с максимальной ошибкой не более
одного порядка, то есть величиной, достаточной
для эффективного скрининга новых соединений
как потенциальных лекарственных соединений
против SARS-CoV-2. Вновь тестируемые соединения
должны удовлетворять правилам отбора в части
идентификации положения лиганда в комплексе
с главной протеазой.
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THE PREDICTION OF SARS-CoV-2 MAIN PROTEASE INHIBITION 
WITH FILTERING BY POSITION OF LIGAND
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A set of equations that adequately predict the IC50 values for SARS-CoV-2 main protease inhibitors has been
analyzed. The training set obtained using filtering by criteria independent of the target value prediction included
76 compounds, while the test set included nine compounds. We used the values of energy contributions obtained during
calculation of the change of the free energy of enzyme-inhibitor complexes by MMGBSA method and a number
of characteristics of the physical and chemical properties of the inhibitors as independent variables. According
to results of this study, It is sufficient to use only seven independent variables without loss of the prediction quality
(Q2 = 0.79; R2

prediction = 0.89). The maximum error in this case does not exceed 0.92 lg(IC50) units with a full range
of observed values from 1.26 to 4.95.
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