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Аннотация

Хотя разработка вакцины ведется с головокружительной скоростью, в настоящее время нет эффективного противовирусного препарата для лечения тяжелого острого 

респираторного синдрома, вызванного коронавирусом 2 (SARS-CoV-2), вызывающим COVID-19. Таким образом, настоящее исследование направлено на изучение 

возможностей, предлагаемых доступными в природе и многочисленными флавоноидными соединениями в качестве перспективного противовирусного препарата для борьбы 

с вирусом. Библиотеку из 44 флавоноидов цитрусовых подвергали скринингу против высококонсервативной основной протеазы (M профи) SARS-CoV-2 с помощью 

молекулярного докинга. Соединения, показавшие лучшую энергию CDocker, чем сокристаллический ингибитор M профи были дополнительно подтверждены гибкой стыковкой 

внутри активного сайта; с последующей оценкой сходства и токсичности препарата

параметры. Нетоксичные соединения были дополнительно подвергнуты моделированию молекулярной динамики и предсказанной активности (IC 50)

с использованием анализа 3D-QSAR. Впоследствии были выполнены водородные связи и анализ дегидратации лучшего соединения, чтобы

оценить сродство связывания с M про. Было обнаружено, что из 44 флавоноидов цитрусовых пять соединений показали более низкую энергию связи с M профи чем 

сокристаллический лиганд. Кроме того, эти соединения также образуют Н-связи с двумя важными каталитическими остатками His41 и Cys145 активных центров M про. Три 

соединения, прошедшие фильтр сходства с наркотиками, показали стабильную

конформация во время моделирования МД. Среди них самый низкий прогнозируемый IC 50 значение наблюдали для Таксифолина. Таким образом, это исследование 

предполагает, что таксифолин может быть потенциальным ингибитором основной протеазы SARS-CoV-2 и может быть в дальнейшем ана-

лизируется в экспериментах in vitro и in vivo для управления продолжающейся пандемией.
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Введение

Пандемия COVID-19, вызванная SARS-CoV-2, превратилась в глобальную угрозу, от 

которой страдают более 17 миллионов человек во всем мире [ 1 ]. Быстрое и 

динамичное распространение болезни озадачило руководителей здравоохранения 

во всем мире. С участием

668 910 случаев смертности во всем мире на сегодняшний день (6 августа 2020 г.), и 

в связи с отсутствием эффективного лечения поиски лекарства или вакцины против 

SARS-CoV-2 ускорились [ 1 ]. В этот кризис возобновившийся интерес к 

традиционным фитомедицинским растениям или натуральным соединениям 

привлек значительное внимание из-за их лечебных свойств, низкой токсичности и 

побочных эффектов [ 2 , 3 ]. В настоящее время антагонистический подход путем 

блокирования целостной системы репликации SARS-CoV-2 рассматривается как 

одна из эффективных противовирусных терапевтических стратегий. SARS-CoV-2 

представляет собой вирус с одноцепочечной РНК с положительным смыслом. Как и 

любой другой вирус, он использует аппарат клетки-хозяина для трансляции своего 

большого полипротеина, необходимого для размножения. Однако, чтобы быть 

функциональным, полипротеин должен расщепляться основной вирусной протеазой 

(M профи) и другие папаиноподобные протеазы. Поскольку ингибирование M профи остановит 

репликацию вируса, этот фермент стал одной из наиболее охарактеризованных и 

привлекательных мишеней для лечения SARS-CoV-2 [ 4 , 5 ].

Учитывая острую необходимость в эффективном терапевтическом средстве 

против вируса SARS-CoV-2, несколько исследователей подчеркнули важность 

природных соединений [ 2 , 3 , 6 ]. Натуральные растительные продукты на 

протяжении поколений использовались в традиционных китайских, а также в 

индийских аюрведических лекарствах в качестве противовирусных препаратов. 

Более того, природные соединения также являются основным источником большого 

количества современных лекарств. Важным природным соединением, 

заслуживающим упоминания, является хлорохин и гидроксихлорохин, полученные 

из вторичных метаболитов хинного дерева, которые проходят клинические 

испытания и продемонстрировали потенциальные свойства против SARS-CoV-2 [ 7 ]. 

Среди наиболее легко доступных вторичных метаболитов - флавоноиды, в большом 

количестве обнаруженные в цитрусовых, и исследования продемонстрировали их 

противовирусную активность [ 8 , 9 ]. Фактически, в нескольких исследованиях 

обсуждалась важность флавоноидов как противовирусного средства против других 

респираторных заболеваний, включая SARS-CoV-1 [ 10 , 11 ]. Следовательно, 

изучение флавоноидов цитрусовых в качестве ингибиторов SARS-CoV-2 может 

оказаться полезным в поиске альтернативного варианта лечения первой линии.

Вычислительные подходы в неотложных обстоятельствах предоставляют 

прекрасную возможность для проверки гипотезы о потенциальном лекарственном 

действии природных соединений. Настоящее исследование направлено на 

выявление предполагаемого соединения-кандидата в качестве потенциального 

терапевтического агента для COVID-19 путем использования компьютерных 

подходов к скринингу природных флавоноидных соединений цитрусовых в качестве 

потенциальных ингибиторов основной протеазы (M профи)

SARS-CoV-2.

Материалы и методы

Выбор и подготовка библиотеки соединений флавоноидных 

соединений

В общей сложности 44 флавоноида были собраны из уже опубликованных 

статей для создания библиотеки соединений [ 12 ]. Библиотека флавоноидов 

была выбрана на основе химического

скелет C 6- C 3- C 6 .. Хотя библиотека флавоноидных соединений 

кажется довольно маленькой, эти соединения

химически похожи на сокристаллический ингибитор SARS-CoV-2 M профи и, таким 

образом, увеличивает вероятность обнаружения потенциального ингибитора. Была 

подготовлена   база данных библиотеки соединений и проведена минимизация 

энергии с использованием стандартного протокола Discovery Studio 2018 (DS v 

2018) [ 13 ].

Подготовка целевого фермента и 

выбор сайта связывания

Рентгеновская кристаллическая структура фермента основной протеазы (M профи),

(ID PDB: 6M2N), сокристаллизованный с флавоноидным типом

(C 6- C 3- C 6) ингибитор (3WL) был получен с веб-сайтов банка данных 

белков [ 14 , 15 ]. Целевой фермент был

очищено, подготовлено и сведено к минимуму потребление энергии с 

использованием стандартного протокола DS v 2018 перед исследованием стыковки [ 16

]. Сфера активного сайта связывания с координатами X: -33,0907, Y: -63,8424, Z: 

41,7832 и радиусом 9,2 Å была выбрана вокруг сокристаллического ингибитора 

(3WL), присутствующего с ферментом для стыковки.

Стыковка на основе моделирования

библиотеки соединений

Вся библиотека соединений была стыкована с мишенью с помощью 

основанного на моделировании протокола стыковки CDocker DS v 2018, 

который использует алгоритм молекулярной динамики (MD) на основе CHARMm 

для стыковки соединений с активным сайтом связывания рецептора [ 17 ]. После 

стыковки позиции связывания соединений анализировали и сравнивали с 

позициями связывания сокристаллического ингибитора (3WL) мишени.

Гибкая стыковка и расчет свободной энергии 

связи

В протоколе CDocker целевой белок или фермент рассматривается как жесткая 

структура, что может повлиять на точность позиционирования и оценки лигандов 

в процессе стыковки. Однако в природе белки или ферменты не являются 

жесткими, и, следовательно, гибкость белков является основным фактором, 

влияющим на
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точность стыковки [ 18 ]. Поэтому мы выбрали лучшие соединения из 

предварительной стыковки на основе моделирования для дальнейшего анализа с 

использованием протокола «Гибкая стыковка» DS v.

2018. Этот протокол допускает некоторую гибкость рецептора за счет 

перемещения боковых цепей определенных аминокислот во время стыковки, что 

позволяет рецептору адаптироваться к различным лигандам в модели 

индуцированной подгонки [ 19 ]. Протокол использует комбинацию компонентов из 

других протоколов, таких как Lib-Dock и CDocker, для выполнения стыковки и 

основан на методах внутри CHARMm для отбора образцов конформаций боковой 

цепи и лиганда. Из окончательных уточненных поз комплекс с наивысшей 

оценкой, определяемый расчетной энергией CDocker (ккал / моль), 

рассматривался для анализа и расчета свободной энергии связывания. 

Свободную энергию связывания пристыкованных комплексов анализировали с 

использованием протокола «Calculate Binding Energy» DS v 2018.

Использовался метод Эвальда с сеткой частиц (PME). Для ограничения связей, 

содержащих водород, использовался алгоритм SHAKE с шагом по времени 2 фс. 

Принимая во внимание исходную структуру в качестве эталона для всего комплекса 

белок-лиганд, для оценки конформации рецептор-лиганд были рассчитаны 

среднеквадратичное отклонение (RMSD), среднеквадратичное отклонение (RMSF), 

радиус инерции (ROG). изменения и их устойчивость. Значения RMSD, RMSF и 

ROG были рассчитаны с использованием протокола «Анализ траектории» 

инструмента моделирования DS v 2018. В ходе моделирования также 

анализировалось расстояние между различными образованными водородными 

связями. Наконец, различные несвязанные взаимодействия были также 

проанализированы на основе средней структуры взаимодействия комплексов 

рецептор-лиганд путем сравнения с исходными комплексами [ 21 год , 22 ].

Расчет свободной энергии связи на основе MM ‑ 

PBSA

Расчет свободной энергии связи на основе MM-PBSA (Δ Г) является одним из 

важных параметров для оценки аффинности связывания соединения с мишенью 

[ 23 ]. Он также обеспечивает быстрое и точное предсказание абсолютной 

аффинности связывания соединения в активном сайте связывания целевого 

белка в форме свободной энергии связывания, которая важна для 

термодинамической стабильности и особой эффективности соединения с точки 

зрения ингибирования или активации [ 24 ]. В этом исследовании энергии 

связывания для каждого комплекса белок-лиганд были рассчитаны с 

использованием протокола «Связывание свободной энергии – одиночная 

траектория» DS v 2020 с методом MM-PBSA. Были рассчитаны свободные 

энергии связи всех образованных конформаций и, наконец, средняя свободная 

энергия связи (Δ Г) определяли для каждого комплекса белок-лиганд.

Анализ токсичности

Соединения, выбранные из гибкого стыковочного узла, были дополнительно 

проанализированы на предмет токсичности различных типов, таких как онкогенное, 

мутагенное, репродуктивно-эффективное, раздражающее и на сходство с 

лекарственными средствами с использованием ORISIS Data Warrior 5.2.1 [ 20 ].

Моделирование молекулярной динамики

Соединения, прошедшие анализ токсичности, затем были подвергнуты 

моделированию молекулярной динамики для определения их стабильности и 

подтверждения исследования докинга с использованием DS v 2018. Комплексы 

рецептор-лиганд соединений, полученные в результате исследования гибкого 

докинга, были взяты для изучения молекулярной динамики. наряду с оригинальной 

рентгеновской кристаллической структурой мишени с сокристаллическим 

ингибитором. Комплексы изначально были подготовлены для устранения любых 

ошибок в конструкции. Силовое поле CHARMm36 использовалось в процессе 

параметризации как белка, так и лигандов. Параметризация белка и лигандов 

проводилась с использованием комплексов белок-лиганд, созданных в результате 

гибкого анализа стыковки, с использованием инструмента назначения силового поля 

по умолчанию из DS v 2018. Эти комплексы затем сольватировали с 

использованием явного периодического граничного условия в водном кубическом 

ящике размером 10 Åx10 Å и добавляли 0,15 М NaCl для нейтрализации системы. 

Впоследствии минимизация энергии (5000 шагов наискорейшего спуска и 5000 

шагов сопряженного градиента), нагрев (20 пс) и уравновешивание (500 пс) были 

выполнены с использованием протокола «Стандартный динамический каскад» DS v 

2018. Наконец, производство было выполнено для 30 нс в ансамбле NVT при 310 K 

для всего комплекса белок-лиганд, где моментальные снимки сохранялись каждые 2 

пс. Для оценки сходимости результатов после МД моделирования были выполнены 

повторения анализа в течение 30 нс. Для электростатических расчетов 

минимизация энергии (5000 шагов наискорейшего спуска и 5000 шагов 

сопряженного градиента), нагрев (20 пс) и уравновешивание (500 пс) были 

выполнены с использованием протокола «Стандартный динамический каскад» DS v 

2018. Наконец, производство было выполнено в течение 30 нс в ансамбле NVT при 310 K для всего комплекса белок-лиганд, где моментальные снимки сохранялись каждые 2 пс. Для оценки сходимости результатов после МД моделирования были выполнены повторения анализа в течение 30 нс. Для электростатических расчетов минимизация энергии (5000 шагов наискорейшего спуска и 5000 шагов сопряженного градиента), нагрев (20 пс) и уравновешивание (500 пс) были выполнены с использованием протокола «Стандартный динамический каскад» DS v 2018. Наконец, производство было выполнено в течение 30 нс в ансамбле NVT при 310 K для всего комплекса белок-лиганд, где моментальные снимки сохранялись каждые 2 пс. Для оценки сходимости результатов после МД моделирования были выполнены повторения анализа в течение 30 нс. Для электростатических расчетов Были выполнены повторения анализа в течение 30 нс. Для электростатических расчетов Были выполнены повторения анализа в течение 30 нс. Для электростатических расчетов

Определение прогнозируемой активности

Прогнозируемая активность соединений была определена с помощью 

анализа 3D-QSAR. Анализ 3D-QSAR дает представление об активности 

соединений на основе сходства их структурных или физико-химических 

свойств [ 25 ]. Всего 27 синтезированных соединений обозначены как M профи ингибитор 

были

полученные из базы данных PostEra вместе с их IC 50 ( мкМ) значений для 

построения 3D-QSARmodel [ 26 ]. IC 50 ценности

соединения были преобразованы в pIC 50 значения с помощью онлайн-инструмента 

перед использованием в исследовании [ 27 ]. Первоначально 27

соединения были выровнены с использованием метода молекулярного наложения 

(50% электростатических и 50% стерических полей), который затем был разделен на 

обучающий набор (16 соединений) и тестовый набор (11 соединений) на основе 

молекулярного разнообразия в каждой группе. Модель Grid BasedTemp была 

сгенерирована с использованием двух типов датчиков для расчета энергетических 

сеток, которые указывают электростатические и стерические эффекты. Проведен 

регрессионный анализ.
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методом перекрестной проверки методом частичных наименьших квадратов (PLS)

LOO (исключение-один). Фотка 50 значения служили зависимыми переменными для 

построения модели, которая проверяет набор тестов для

стабильность и предсказуемость.

рисунок 1 Стыковочное взаимодействие а 3WL, б Таксифолин (CF3), c Эриодиктиол (CF5), d Изоскутеллареин 

(CF7), е Лютеолин (CF8) и F Кверцетин (CF10) с M про. Зеленая пунктирная линия указывает на 

Н-связи между лигандами и взаимодействующими остатками M профи

различные несвязанные взаимодействия внутри сайта связывания целевого сайта 

белка [ 29 ]. В этом исследовании, поскольку соединениями для скрининга были 

флавоноидные соединения цитрусовых, флавоноидоподобный сокристаллический 

лиганд 3WL M профи использовался в качестве контроля для всего исследования. 

Молекулярный докинг показал, что 5 соединений из 44 выбранных флавоноидных 

соединений видов цитрусовых показали лучшую энергию CDocker и энергию 

взаимодействия CDocker, чем сокристаллический лиганд 3WL (Таблица 1 ).

Принимая во внимание динамический характер физиологических условий, 

5 лучшим соединениям было разрешено повторно совмещаться с целевым 

белком в гибком режиме. Во время гибкой стыковки остатки сайта связывания 

целевого белка оставались гибкими. Гибкий стыковочный анализ 5 лучших 

соединений также показал лучшую энергию CDocker, а также энергию 

взаимодействия CDocker (Таблица 2 ). Энергия связи соединений с целевым 

белком M профи был рассчитан для понимания спонтанности образования 

комплекса лекарство-мишень / лиганд-рецептор, предполагающего 

стабильный комплекс лекарство-мишень. Расчетная энергия связи соединений 

показала более низкую энергию связи по сравнению с контрольным 

ингибитором сокристалла 3WL, показанным в таблице. 2 .

В настоящем исследовании 5 лучших соединений образовали большее 

количество Н-связей с целевым белком, чем сокристаллический ингибитор 3WL. Это 

может свидетельствовать о том, что тестируемые соединения обладают более 

высокой переносимостью против предполагаемых мутаций целевого белка, чем 3WL 

[ 30 ]. Взаимодействие и количество образованных Н-связей для 5 экранированных 

соединений с M профи

показаны на рис. 1 . На рис. 1 было замечено, что соединения 

Taxifo-

лин, эриодиктиол, лютеолин и кверцетин образуют 4 или более Н-связей с 

активным центром SARS-CoV-2 M профи, тогда как соединение 

изоскутеллареин и сокристаллический ингибитор 3WL образовывали 2 

Н-связи с целевым белком. Анализ остатков, участвующих во 

взаимодействиях между соединениями и M профи, показали, что все 

соединения взаимодействуют с двумя важными каталитическими остатками 

His41 и Cys145

Анализ атомных вкладов в сродство 
связывания

Различные атомы соединения вносят индивидуальный вклад в сродство 

связывания и стабильность в активном сайте связывания целевого белка. Эти 

свойства могут предоставить ценную информацию для выбора соединения в 

качестве ведущего кандидата для дальнейшего процесса разработки и открытия 

лекарств. Роль конкретных атомов в общей аффинности связывания в лучших 

позах для выбранных соединений вместе с сокристаллическим ингибитором 3WL 

была рассчитана с использованием инструмента SeeSAR bioinformatics [ 28 ].

Результаты и обсуждение:

В предварительном исследовании стыковки, энергия CDocker, а также 

энергия взаимодействия CDocker были рассчитаны и учтены для 

скрининга соединений. CDocker energy из Discovery Studio (DS) v 2018 

предоставляет сравнительно точную информацию о сродстве 

связывания соединений в активном центре целевых белков [ 17 ]. С 

другой стороны, энергия взаимодействия CDocker обеспечивает

Таблица 1 Предварительные результаты стыковки пяти основных флавоноидных соединений на основе 

моделирования

Составной код Составной CDocker CDocker Inter-

имя Энергия (ккал / энергия действия моль) 

(ккал / моль)

-30,6785 -31,338

-30,8173 -36,7392

-32,5776 -37,1241

-33,0279 -36,7776

-32,9575 -36,1835

-33,8277 -37,0433

3WL

CF3

CF5

CF7

CF8

CF10

-

Таксифолин

Эриодиктиол

Isoscutellarein

Лютеолин

Кверцетин

Таблица 2 Гибкая стыковочная энергия связи 

пяти лучших флавоноидных соединений по 

сравнению с сокристаллическим ингибитором

Соединение CDocker энергия CDocker взаимодействия (ккал / моль) 

энергия (ккал / моль)

Оценка LibDock Нет из

H-Bond

Привязка

энергия (ккал /

моль)

-24,9866

-31,5229

−38,6097

-25,8374

-39,0123

-35,0685

3WL

Кверцетин

Таксифолин

Isoscutellarein

Эриодиктиол

Лютеолин

-34,8212

-39,6003

-38,3342

-37,2348

-37,1527

-36,3285

-35,2188

-42,9988

-45,9748

-38,4 · 106

-42,5989

-41,5773

102,348

102,055

109,909

92,9587

97,6221

104,515

2

4

5

2

4

6
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активные центры M про. Эти два остатка присутствуют в каталитическом домене 

SARS-CoV-2 M. профи и активно участвуют в каталитической активности M про. Следовательно, 

связывание флавоноидных соединений с этими остатками может снизить 

каталитическую активность M профи что в конечном итоге приведет к снижению 

репликации вируса.

Затем 5 соединений, показывающих наилучшие результаты с точки зрения 

энергии CDocker, энергии взаимодействия CDocker, расчетной энергии связи и 

количества Н-связей, были подвергнуты оценке сходства лекарственного средства и 

оценке различных параметров токсичности. Было замечено, что 3 соединения, а 

именно таксифолин, эриодиктиол и лютеолин, не проявили какой-либо токсичности в 

отношении параметров токсичности, использованных в исследовании. С другой 

стороны, соединения Isoscutellarein и Quercetin показали наличие мутагенных 

свойств. Кверцетин также показал наличие онкогенных свойств. Результаты 

прогноза токсичности и анализа свойств лекарственного средства приведены в 

таблице. 3 . Среди всех проверенных соединений таксифолин обладал самой 

высокой вероятностью лекарственного средства, за ним следовали изоскутеллареин 

и лютеолин. На основе набора данных для обучения, используемого ORISIS Data 

Warrior, соединения с более высокими или положительными значениями 

вероятности лекарственного средства считаются хорошими кандидатами на 

лекарство. Поскольку соединения Isoscutel-larein и Quercetin показали наличие 

токсических эффектов, мы не рассматривали эти соединения для дальнейшего 

анализа. Нетоксичные соединения, а именно таксифолин, эриодиктиол и лютеолин, 

были дополнительно подвергнуты исследованиям с помощью моделирования 

молекулярной динамики.

Моделирование молекулярной динамики было проведено, чтобы 

понять, как лиганды связываются с рецептором, имитируя эксперименты 

in vitro и in vivo [ 4 ]. Таким образом, RMSD, RMSF и ROG модели M про- комплексы 

лигандов рассчитывали за период моделирования 30 нс и сравнивали с 

контролем (M про- 3WL) для наблюдения за стабильностью комплексов. 

Для расчета RMSD, RMSF и ROG комплексов использовали полные 

комплексы белок-лиганд. После завершения моделирования были 

проанализированы графики RMSD для всех соединений, где было 

обнаружено, что M про- 3WL и M про- CF5 (Eriodictyol) имел почти 

аналогичные отклонения с контрольным комплексом (M про- 3WL) в период 

моделирования. Однако M про- CF3 (таксифолин) и М про- CF8 (лютеолин) 

имел сравнительно более высокое отклонение

чем M про- 3WL; где M про- CF8 потребовалось больше времени (почти 10 нс) 

для достижения состояния плато (рис. 2 А). Колебания отдельных остатков 

в течение периода моделирования были нанесены на график, где RMSF 

остатков для M про- 3WL и M про- CF5 имели практически схожий рисунок с 

минимальными отклонениями друг от друга. Для комплекса M про- CF3 и M про-

CF8, наблюдались значительные отклонения, которые могут указывать на 

то, что присутствие лигандов влияло на стабильность фермента M профи и 

изменил его динамическое поведение. Примечательно, что повторный 

анализ комплексов белок-лиганд показал аналогичные отклонения RMSD, 

указывающие на сходимость результатов. Сравнивая RMSD комплексов, M про-

CF8 показывал колебания по регионам. M про- CF3 показал значительные 

колебания в пределах остатков 248–256 (рис. 2 Б). Эти данные также 

подтверждаются расчетным радиусом инерции (ROG) для M про- лигандные 

комплексы (рис. 2 C).

В данной работе мы дополнительно проанализировали взаимодействие 

соединений с M профи и проверили образование водородных связей после 30 нс МД 

моделирования. Картина взаимодействия соединений после МД моделирования в 

течение 30 нс представлена   на рис. 3 . После 30 нс МД моделирования 

сокристаллический лиганд 3WL образовал 4 Н-связи, тогда как соединения 

Таксифолин и Эриодиктиол образовали 7 и 4 Н-связи соответственно с целевым 

белком. Лютеолин образовал 3 Н-связи с остатками активного центра SARS-CoV-2 

M профи после МД моделирования в течение 30 нс. Хотя все соединения 

образовывали Н-связи с каталитическими остатками, то есть His41 и Cys145, как 

это наблюдалось во время молекулярного стыковки, но после 30 нс моделирования 

только таксифолин взаимодействовал с этими остатками, образуя Н-связи. 

Сокристаллический лиганд 3WL образовывал слабое взаимодействие с Cys145 

после 30 нс МД моделирования.

Структурные конформации комплексов белок-лиганд до и после МД 

моделирования также наблюдались при суперпозиции комплексов и 

показаны на рис. 4 . При анализе моделирования методом МД мы 

проанализировали различные водородные связи, образовавшиеся в 

активном центре целевых белков с флавоноидными соединениями в 

процессе моделирования до 30 нс. Количество образованных водородных 

связей и их расстояния в течение периода моделирования для каждой 

конформации были получены (рис. 5 ). В М про- Всего найдено 5 водородных 

связей комплекса 3WL, из которых 1 Н-связь с

Таблица 3 Анализ токсичности и 

сходства лекарственных средств

Соединение Сходство с наркотиками Мутагенный Онкогенное Репродуктивный

Эффективный

Никто

Никто

Никто

Никто

Никто

Никто

Раздражающий

3WL

Таксифолин

Эриодиктиол

Isoscutellarein

Лютеолин

Кверцетин

0,28194

0,44477

−0,22006

0,28194

0,28194

-0,082832

Никто

Никто

Никто

Высоко

Никто

Высоко

Никто

Никто

Никто

Никто

Никто

Высоко

Никто

Никто

Никто

Никто

Никто

Никто
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Рис. 2 а Среднеквадратичное 

отклонение комплексов 

рецептор-лиганд; б Среднеквадратичные 

колебания остатков комплексов 

рецептор-лиганд

и c Радиус вращения комплексов 

рецептор-лиганд

в течение 30 нс моделирования. Во всех 

случаях комплекс M про- 3WL представлен 

синей линией, M про- CF3 представлен 

зеленой линией, M про- CF5 представлен 

желтой линией, а буква M про- CF8 

представлен красной линией

Остаток Glu166 показал почти постоянное среднее расстояние с небольшим 

отклонением. Однако другие 4 H-связи с Thr190, Asn142 и Glu166 

первоначально имели очень большое среднее расстояние, но примерно 

через 18 нс оно уменьшилось и стабилизировалось. В М про- CF3 комплекс 7 

H-связи наблюдались, где H-связь с остатком Leu50 показывала 

существенные отклонения около 10-20 нс и впоследствии стабилизировалась 

к концу моделирования. В М про- Наблюдали 4 H-связи комплекса CF5, среди 

которых 2 H-связи с остатком Asp48 оставались стабильными на протяжении 

всего моделирования. H-связь с

Остаток Ser46 стабилизировался в течение 4 нс моделирования, в то время как 

Н-связь с остатком Glu166 оставалась очень нестабильной со значительными 

колебаниями расстояний на протяжении моделирования. В М про- CF8 комплекс 3 

H-связи были сформированы, и расстояние связи с Asn119 варьировалось на 

протяжении моделирования. Связь с Asp48 показала отклонение около 18–26 

нс, а затем вернулась в свое предыдущее состояние. Расстояние для 

водородной связи с Ser46 постепенно уменьшалось до менее 5 Å. Двухмерное 

взаимодействие, созданное для комплексов до и после моделирования, 

показало, что число
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Рис. 3 Взаимодействие а 3WL, б Таксифолин, c Эриодиктиол и d Лютеолин с М профи после МД моделирования в течение 30 нс. Зеленая пунктирная линия указывает на Н-связи между лигандами и 

взаимодействующими остатками M профи

образовавшихся водородных связей увеличилось для M про- 3WL и M про- CF3. Для M про-

CF5 количество Н-связей осталось прежним, но взаимодействующие остатки 

изменились. Но для M про- CF8 количество H-связей уменьшилось после 

моделирования.

Во время анализа методом МД-моделирования свободные энергии 

связи (Δ Г) комплексов белок-лиганд рассчитывали до 30 нс с 

использованием метода на основе MM-PBSA. В результате среднее Δ г комплекса 

Mpro-3WL оказалось равным -51,1666 ккал / моль. Среднее Δ г Mpro-CF3, 

Mpro-CF5 и Mpro-CF8 составили -60,3367 ккал / моль, -68,3025 ккал / 

моль и -55,7587 ккал / моль, соответственно. Из анализа MM-PBSA было 

обнаружено, что комплексы, образованные между флавоноидами и 

мишенью, обладают более низким Δ г чем комплекс 

рецептор-со-кристаллический лиганд. Это свидетельствует об 

образовании стабильных

комплексы со спонтанным взаимодействием тестовых лигандов в активном 

связывающем кармане. Свободные энергии связи (Δ Г)

комплексов белок-лиганд в период МД-моделирования показаны 

на рис. 6 .

Прогнозируемая активность (IC 50) Содержание соединений 

определяли с помощью анализа 3D-QSAR. Как IC50

значение 3WL пока не сообщается, IC 50 значение 3WL было 

предсказано путем создания модели 3D-QSAR из

ингибитор размещен на сайте PostEra [ 26 ]. Для расчета энергетического 

потенциала в методе 3D-QSAR использовались трехмерные структуры набора 

соединений. Рассчитанные потенциальные энергии затем использовались в 

качестве дескрипторов для построения модели 3D-QSAR для сопоставления 

3D-структур и их биологической активности. Сгенерированная модель QSAR 

дает информацию о корреляции между молекулярным полем и

13



Молекулярное разнообразие

Рис. 4 Суперпозиция белкового лигандного комплекса а M про- 3WL, б

M про- CF3, c M про- CF5 и d M про- CF8. Комплексы зеленого цвета представляют собой 

комплексы белок-лиганд до моделирования МД, а красные.

цветные комплексы представляют собой комплексы белок-лиганд после 30 нс МД моделирования

биологическая активность соединений [ 31 год ]. В этом исследовании,

прогнозируемая активность, т.е. IC 50 соединений, а также контроль были 

определены с использованием следующей линейной

уравнение.

набор оказался равным 0,912, а для набора тестов - 0,846 во 

время валидации. Из 3D-QSAR analy-

sis, прогнозируемая IC 50 значение 3WL оказалось

5,98 мкМ, тогда как соединение Таксифолин проявляло

быть 9,63 мкМ, затем лютеолин (14,47 мкМ) и Eriodic-

тиол (16,08 мкМ). Как фактическая IC 50 значение 3WL не имеет

пока не сообщалось, прогнозируемый IC 50 значение не даст реального 

представления о его минимальной ингибирующей концентрации. Таким образом,

комплексы рассматривались для дальнейшего анализа SeeSAR для оценки 

роли отдельных атомов в аффинности связывания.

Для дальнейшей оценки аффинности связывания 3WL и таксифолина с M профи до 

и после 30 нс моделирования методом МД, анализ HYDE (водородные связи и 

дегидратация) выполнялся с использованием SeeSAR из BiosolveIT [ 28 ]. Анализ 

HYDE последовательно указывает на образование водородных связей между 

лигандом и

NE

∑ п

N ∑VDW

Активность (прогнозируемая) = CEP (i) VEP (i) + CVDW (i) VVDW (i)

я = 1 я = 1

где НЭП: количество дескрипторов электростатического потенциала (ЭП); CEP (i): 

коэффициент модели для дескриптора электростатического потенциала i; VEP: 

значение электростатического потенциала в точке сетки; NVDW: количество 

дескрипторов ван-дер-ваальсова (VDW) взаимодействия: CVDW (i): модельный 

коэффициент для дескриптора VDW i; VVDW: энергия взаимодействия 

Ван-дер-Ваальса в узле сетки.

Линейный график обучающей выборки и тестовой выборки изображен на 

рис. 7 . Решительный р 2 ценность для обучения
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Рис. 5 Расстояние различных водородных 

связей, образованных за период 

моделирования для а

3WL; б Таксифолин, c Эриодиктиол и d Лютеолин

рецептор, гидрофобный эффект, а также десольватация. HYDE также 

помогает в прогнозировании конкретной области комплекса, которая 

подвергается благоприятному и неблагоприятному связыванию рецептора 

лиганда. Оценка HYDE определяла свободную энергию Гибба, вычисляя 

разницу между

связанное и несвязанное состояния комплекса [ 32 ]. Показаны конкретные атомы, 

которые были благоприятными для хорошего сродства связывания 

(темно-зеленая сфера), и их индивидуальные значения HYDE для лучшего 

соединения Таксифолина и сокристаллического ингибитора 3WL как до, так и 

после МД моделирования.
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Рис. 6 Колебания свободных энергий 

связи (Δ Г) комплексов белок-лиганд 

во время

период моделирования МД. Синяя 

линия представляет комплекс M про- 3WL, 

коричневый

линия представляет M про- CF3, серая линия 

представляет M про- CF5 и желтая линия 

представляет M про- Комплексы CF8

влияние на общую аффинность связывания 3WL. Аналогично, в случае 

Таксифолина ((2R, 3S) - 2 - ( 3,4 - дигидроксифенил) - 3,5,7 -

тригидрокси - 3,4 - дигидро - 2H - 1 - бензопиран - 4 - один), до

Моделирование методом МД, атом кислорода в положении 1 и атом 

кислорода гидроксильной группы в положении 3 оказали отрицательное 

влияние на аффинность связывания соединения. Более того, атом углерода в 

положении 7 и атом кислорода гидроксильной группы в положении 7 также 

продемонстрировали отрицательное влияние на сродство связывания. С 

другой стороны, атомы 3,4-дигидроксифенильной группы в положении 2 

бициклического кольца показали положительный вклад в общую аффинность 

связывания молекулы. В бициклическом кольце атом кислорода кетонной 

группы и атом углерода в положениях 6 и 8 оказывают положительное 

влияние на аффинность связывания молекулы (рис. 8 б).

HYDE-анализ комплексов был проведен также после МД 

моделирования и представлен на (рис. 8 CD). На рис. 8 c, было замечено, 

что в случае 3WL (5,6,7 - тригидрокси - 2 - фенил - 4H - хромен - 4 - один), 

фенильное кольцо во втором положении имело основной вклад в общую 

оценку HYDE (ккал / моль). Кроме того, атомы углерода в положениях 2 

и 3 и атомы кислорода гидроксильных групп в положениях

Позиции 5, 6 и 7 также показали положительный вклад в общую аффинность 

связывания. Однако было замечено, что атом кислорода карбонильной группы 

в положении 4 (с красной короной) оказывает отрицательное влияние на 

общую аффинность связывания 3WL. Аналогично, в случае Таксифолина ((2R, 

3S) - 2 -

(3,4 - дигидроксифенил) - 3,5,7 - тригидрокси - 3,4 - дигидро - 2H - 1 -

бензопиран - 4 - 1), после МД моделирования атом кислорода в положении 1 и атом 

кислорода гидроксильной группы в положениях 3 и 5 оказали отрицательное 

влияние на аффинность связывания соединения. Атом углерода в положении 6 

3,4-дигидроксифенильной циклической кольцевой системы, присутствующей в 

положении 2, также оказывает большое отрицательное влияние на аффинность 

связывания. С другой стороны, атомы углерода 3,4-дигидроксифенильной группы 

в положении 2 и 5 и атомы кислорода

Рис. 7: 3D-QSAR график а тренировочный набор и б набор тестов

на рис. 8 . Идентификация роли атомов, присутствующих в лигандах, имеет 

решающее значение для прогнозирования общей аффинности связывания или 

взаимодействий с целевыми сайтами белка. На рис. 8 a, было замечено, что в 

случае 3WL (5,6,7 - тригидрокси - 2 -

фенил - 4H - хромен - 4 - один), до МД моделирования, фенильное кольцо во 2-м 

положении имело основной вклад в общую оценку HYDE (ккал / моль). Но в 

основном атом кислорода 6-гидроксильной группы, атом углерода 

карбонильной группы в положении 4 и атом кислорода в положении 1 

бициклической кольцевой системы (с красными коронками) имели 

отрицательные
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Рис. 8 Визуализация связывания М профи с 

участием а 3WL и б

Таксифолин до моделирования МД и c 3WL 

и d Таксифолин после МД моделирования в 

SeeSAR с количественным определением 

HYDE важных неводородных атомов

которые способствуют связыванию 

сродства
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Таблица 4 Прогнозируемые диапазоны 

аффинности связывания 3WL и таксифолина 

с M профи до и после МД моделирования

Перед моделированием МД

Нижняя граница для

предполагаемая близость

После МД моделирования

Нижняя граница для

предполагаемая близость

Соединение Верхняя граница для

предполагаемая близость

Верхняя граница-

ary для оценки

близость

2010.969 мМ

182,666 мМ

3WL

Таксифолин

0,344957 мМ

68,357 мМ

34,273 мМ

6791,721 мМ

20,240 мМ

1,838 мМ

гидроксильных групп в положениях 3 и 4 показали положительный 

вклад в общую аффинность связывания молекулы. Из бициклического 

кольца атом кислорода кетона

группа и атом углерода в положении 3, 4a и 6, и атом кислорода 

гидроксильной группы в положении 7 имели положительный

влияние на аффинность связывания молекулы (рис. 8 г). Диапазоны аффинности 

связывания таксифолина и сокристаллического ингибитора 3WL также были 

рассчитаны до и после моделирования МД и показаны в таблице. 4 . По 

результатам было обнаружено, что до МД-моделирования таксифолин обладал 

меньшей аффинностью связывания с целевым белком M профи из-за большого 

отрицательного воздействия, обусловленного ориентацией атома кислорода в 

положении 1 и атома кислорода гидропиксельной группы в положении 3. Однако 

в случае комплексов после МД-моделирования таксифолин показал лучшее 

сродство связывания с целевым белком M профи чем сокристаллический лиганд 

3WL. Это говорит о том, что в ходе реакции Таксифолин обладает лучшим 

сродством связывания с M профи SARS-CoV-2.

Таксифолин - широко распространенный природный флавоноид, и отходы 

лесной промышленности являются экономически выгодным источником для его 

извлечения. Ранее сообщалось о том, что таксифолин обладает противовирусным 

действием против вируса Коксаки В и антирадикальной активностью [ 33 , 34 ]. Мы 

полагаем, что исследования потенциальной ингибирующей активности таксифолина 

против респираторных вирусов не проводились. Стоит отметить, что наше 

исследование подтверждает недавно опубликованный отчет о потенциальной 

активности таксифолина против основной протеазы SARS-CoV-2 [ 35 год ].

M профи со значением IC50 9,63 мкМ. Существенный эффект Таксифолина 

против вируса наблюдается во время in silico

исследование может быть дополнительно подтверждено экспериментами invitro и 

inivo для клинического применения соединения. Настоящее исследование 

поможет в будущих усилиях по обнаружению потенциального и эффективного 

лечения COVID-19.
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Рекомендации

Заключение

В этом исследовании мы проверили флавоноидные соединения видов цитрусовых 

на их активность против SARS-CoV-2, нацеленного на M профи вируса. На основании 

компьютерного анализа мы пришли к выводу, что таксифолин является лучшим 

лекарственным соединением среди всех выбранных флавоноидов цитрусовых без 

токсичности. Таксифолин связывается с целевым белком со сравнительно лучшей 

аффинностью связывания, чем сокристаллический флавоноид-подобный ингибитор 

3WL. Он образует Н-связи с двумя важными каталитическими остатками 

SARS-CoV-2 M. профи после молекулярного докинга и остается стабильным до 

завершения МД моделирования в течение 30 нс. Результаты исследования 

показывают его потенциальную ингибирующую активность против SARS-CoV-2.
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