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Вирус гриппа А способен быстро инфицировать большую популяцию людей, поэтому разработка
препаратов, способных ингибировать его репликацию, имеет исключительное значение. Важную
роль в репликации вируса гриппа играет трансмембранный протонный канал, формируемый бел-
ком М2. Поэтому разумным подходом к созданию эффективного противовирусного препарата яв-
ляется конструирование молекулы, которая связывается в трансмембранном протонном канале
М2, предотвращает диффузию протонов (H+) через канал и ингибирует цикл вируса гриппа А. Из-
вестные противовирусные препараты амантадин и римантадин связываются в ионном канале М2,
однако они слабо влияют на репликацию вируса гриппа А. Для блокирования диффузии протонов
через ионный канал М2 предложен новый класс положительно заряженных молекул, производных
диазабициклооктана, имеющих постоянный заряд +2. Выполнено моделирование молекулярной
динамики тепловых флуктуаций структуры белка М2 и ионизационных состояний остатков гисти-
дина при физиологических значениях рН. Изучено связывание двух классов производных диазаби-
циклооктана с ионным каналом белка M2. Определена оптимальная структура молекулы блокато-
ра, которая наиболее эффективно связывается с протонным каналом белка М2 и блокирует диффу-
зионный перенос протона через канал. Важное преимущество нового блокатора над амантадином и
римантадином ‒ заряд +2, который создает положительный электростатический потенциальный
барьер (в дополнение к стерическому) для блокирования транспорта протона H+ через ионный ка-
нал белка М2.

Ключевые слова: вирус гриппа А, белок М2, ионный канал, блокаторы, молекулярная динамика,
ионизация остатков гистидина, производные диазабициклооктана
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ВВЕДЕНИЕ
Вирус гриппа А ‒ это РНК-содержащий ви-

рус, вызывающий пандемии (испанский грипп
1918 г., азиатский грипп 1957 г., гонконгский
грипп 1968 г. и свиной грипп 2009 г.) [1]. Вирус
гриппа быстро мутирует, поэтому существует
острая необходимость в новых противовирусных
препаратах. Разумным подходом к подавлению
(нарушению) репродукции вируса гриппа А
представляется воздействие на протонный ка-
нал, образованный трансмембранным доменом
белка М2 (M2-TMD), например, блокирование
ионного канала М2 и ингибирование протонного
транспорта через него. Канал М2 образован ами-
нокислотными остатками 24‒46 каждой из четы-
рех α-спиралей и представляет собой тетрамер с
центральным продольным каналом [2, 3]. Транс-
порт протонов через канал M2 незначительно ме-

няется в области рН 5.4–7.0 [4]. Наиболее извест-
ными блокаторами ионного канала М2 являются
амантадин и римантадин [5, 6]. Существуют бло-
каторы с более сложными структурами, например
производные пикротоксина [7], производные
адамантана и спироадамантиламин [8]. Модели-
рование методом молекулярной динамики (МД)
показало, что профиль свободной энергии иона
Н+ при движении вдоль ионного канала М2 имеет
энергетический барьер ~5 ккал/моль [9]. Моде-
лирование потенциальной энергии связывания
амантадина методом МД с неявной моделью рас-
творителя и окружающей среды, т.е. объема кле-
точной мембраны, предсказывает величину энер-
гии связывания ~4 ккал/моль, что удовлетвори-
тельно соответствует экспериментальным данным
[10]. Выход из протонного канала М2 контролиру-
ется остатками His37A (B, C, D) и Trp41A (B, C, D)
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четырех α-спиралей, формирующих этот канал.
Закрытое состояние канала имеет достаточно уз-
кий выход, формируемый Trp41A (B, C, D) с диа-
метром выхода несколько меньшим, чем у моле-
кулы воды, 2.8 Å [11]. Методом ЯМР показано,
что связывание амантадина с каналом М2 изме-
няет спектр конформационных флуктуаций и
уменьшает их амплитуду [12]. Согласно данным
мутагенеза и электрофизиологических экспери-
ментов аминокислотные остатки, важные для
транспорта протона и взаимодействия с аманта-
дином, блокирующим канал М2, а именно, Val27,
Аla30, Ser31 и Gly34, лежат на одной стороне α-
спирали [13‒15]. Мутации этих остатков с боль-
шой вероятностью будут влиять на транспорт
протона через канал М2. Таким образом, препара-
ты на основе аминоадамантанов, включая аманта-
дин и римантадин, в настоящее время не имеют
широкого применения из-за устойчивости вируса
к их связыванию и блокированию протонного ка-
нала в трансмембранном домене М2 вируса гриппа
А [16‒18]. В настоящей работе предложен новый
класс антивирусных препаратов, эффективно вза-
имодействующих с ионным каналом белка М2 ви-
руса гриппа А, ‒ производные 1,4-диазабицикло-
[2.2.2]октана (DABCO). Приведены результаты
моделирования связывания и блокирования ион-
ного канала М2, определена структура молекулы
оптимального блокатора.

НОВЫЙ КЛАСС МОЛЕКУЛЯРНЫХ 
ИНГИБИТОРОВ ПРОТОННОГО КАНАЛА М2

Белок M2 вируса гриппа A представляет собой
тетрамер, состоящий из четырех α-спиралей, ко-
торые образуют молекулярный канал для транс-
порта ионов водорода H+ через клеточную мем-
брану [17, 19‒27].

Чтобы затруднить и ослабить переход ионов
H+ через ионный канал M2, этот канал должен
быть блокирован. Эффективно блокировать (за-
крыть) канал М2 можно с помощью препарата,
обладающего высоким сродством к внутренней
поверхности канала М2. Один из классов молекул
для адресного блокирования ионного канала М2
включает амантадин и римантадин (рис. 1а, б).

При нейтральных значениях рН аминогруппа
этих молекул находится в ионизированной форме

, так как рКа ионизации NH2-группы в ,
составляет ~10.4 [28]. Свойства канала М2 изменя-
ются в зависимости от величины pH. При pH > 7 ка-
нал M2 может находиться в двух состояниях ‒ за-
крытом и открытом. В закрытом состоянии кана-
ла М2 остатки Нis37A, His37B, His37C и His37D
находятся в нейтральной форме (4H°). При pH < 7
открытое состояние ионного канала M2 пред-
ставляет собой кислотно-активированную фор-
му остатков гистидина с тетрапротонирован-
ным (4H+) гистидиновым тетрамером [18, 29, 30].
Отметим, что внутри ионного канала M2 pKa ами-

ногруппы ( ) амантадина и римантадина мо-
жет смещаться относительно pK0 вследствие ло-
кального электростатического потенциала.

Ингибиторы ионного канала M2 нового класса
основаны на молекуле DABCO (рис. 1в) [31‒33].
DABCO и его производные могут быть эффектив-
ными ингибиторами переноса протона через
ионный канал М2 по двум причинам: (1) вслед-
ствие стерического блокирования канала в резуль-
тате связывания молекулы препарата, как в случае
амантадина и римантадина; (2) за счет электроста-
тического блокирования канала путем создания
электростатического потенциального барьера для
диффузии протона H+ через канал М2, поскольку
блокирующая молекула имеет положительный за-
ряд (+2), распределенный по фрагменту DABCO.

МЕТОД МОДЕЛИРОВАНИЯ

Расчеты, описанные в работе, выполнены с
помощью трех методов: (1) метода оптимизации
потенциальной энергии и метода bioPASED при
заданной температуре [34]; (2) метода глобально-
го оптимального исчерпывающего молекулярно-
го докинга молекулы лиганда на белок, hbDOCK
[35]; (3) методов FAMBE и FAMBE-рН для расче-
та электростатической энергии, констант иони-
зации рКа и степени ионизации аминокислотных
остатков молекулы белка как функции рН среды
[36‒42]. Моделирование МД выполнено про-
граммным комплексом bioPASED [34] c использо-
ванием силового поля AMBER94 и AMBER-GAFF
[43‒45] и модели неявной среды – модели гаус-
совских оболочек [46].

Докинг низкомолекулярных ингибиторов на
белок М2 (PDB код 2KAD) выполнен с помощью
метода иерархического слепого докинга hbDOCK
[35]. Метод hbDOCK выполняет: (1) поиск всех
возможных сайтов связывания на поверхности
молекулы белка, доступных молекуле лиганда; (2)
отбор потенциальных сайтов связывания по ран-
гу их качества; и (3) глобальную оптимизацию для
определения позиции/ориентации лиганда, кон-

+
3NH +

3NH

+
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Рис. 1. Структуры: молекул амантадина (а), риманта-
дина (б), 1,4-диазобицикло[2.2.2]октана (DABCO) (в).
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формации и энергии связывания методом МД си-
муляции отжига; (4) формирование списка пози-
ций/ориентаций и значений энергии связывания
в порядке убывания.

При встраивании в липидную мембрану белок
М2 создает ионный канал, он окружен средой с
диэлектрической проницаемостью, низкой по
сравнению с диэлектрической проницаемостью
воды ~80. Экспериментальные измерения пока-
зали, что диэлектрическая проницаемость ли-
пидной мембраны, т.е. среды вне молекулы белка
M2, составляет ~30 [47]. Объемы молекулы белка
М2 и ионных каналов рассматривают как объемы
с диэлектрической проницаемостью, характер-
ной для белков, DIN = 12‒16 [35, 39, 48‒50].

СТРУКТУРА ПРОТОННОГО
КАНАЛА БЕЛКА М2

Атомная структура ионного канала M2 в ком-
плексе с амантадином, содержащая все атомы во-
дорода, PDB код 2KAD [16‒18], определенная
методом ЯМР при температуре 243 К и рН 7.5, по-
казана на рис. 2. Отметим, что ионный канал M2
образован четырьмя эквивалентными α-спираля-
ми белка M2. Известны четыре структуры пустого
канала М2 (PDB коды 2H95, 2L0J, 4QKL, 4QKM),
полученные методами ЯМР и рентгеноструктурно-
го анализа, табл. 1. Для наших исследований была
выбрана структура PDB код 2KAD, полученная ме-
тодом ЯМР [16‒18], поскольку она включает все
атомы водорода и, следовательно, полную инфор-
мацию об ионизационном состоянии остатков ги-
стидина и типе таутомера нейтрального состояния.
Структуры белка М2 в кристаллическом состоя-
нии, полученные с помощью рентгеноструктур-
ного анализа, как правило, не определяют атомы
водорода и ионизационное состояние остатков
гистидина.

Рассмотрим структуру белка М2 в деталях.
Вход во внутренний объем ионного канала М2
формируется четырьмя остатками серина ‒
Ser31A, Ser31B, Ser31C и Ser31D, которые контро-
лируют диффузию ионов Н+ через канал. Диаго-
наль квадрата, образованного атомом Oγ Ser31A,

Ser31B, Ser31C и Ser31D, т.е. пары расстояний
Ser31A–Ser31B и Ser31B–Ser31C и т.д., равны
6.2 Å. Аминогруппа (NH2) амантадина в кристал-
лической структуре PDB 2KAD является ней-
тральной (рН 7.5) и образует слабые H-связи с
ОγН- группой Ser31A и Ser31B, поскольку дистан-
ция между атомами Oγ и NН2 амантадина ~4 Å
(рис. 2). Отметим несколько особенностей струк-
туры амантадина. (1) Связь C–NH2 в молекуле

Рис. 2. Структура комплекса белка М2 с молекулой
DABCO, связанной в ионном канале, метод ЯМР [16,
17] при T = 243 K, pH 7.5. Проекция вдоль оси канала,
молекула DABCO в канале – CPK стиль; остатки
Ser31A, Ser31B, Ser31C, Ser31D – CPK стиль, большие
шары и толстые связи; остатки His37A, His37B,
His37C, His37D – bonds стиль; остатки Trp 41A, Trp 41B,
Trp 41C, Trp 41D ‒ bonds стиль, белый цвет, задний
план.

3.813.813.81 3.583.583.58

Таблица 1. Экспериментальные структуры белка М2, формирующего ионный канала

а Ионизационное состояние остатков гистидина, НIS+, HЕ2 (или HIE), HD1 (или HID). б Аминокислотные остатки белка
М2 в структуре. в Молекулярный комплекс. г Число моделей структуры, полученных методом ЯМР.

Код PDB Год Метод Мутант Т, К рН и.с.о.а а.к.о.б м.к.в мод.г

2H95 2006 NMR wild 308 8.8 HE2 26-43 M2 1
2KAD 2008 NMR wild 243 7.5 HE2 26-43 M2 1
2L0J 2010 NMR wild 303 7.5 HIS+/HE2 22-63 M2 8

4QKL 2014 X-ray wild 273 8.0 HE2 26-43 M2 1
4QKM 2014 X-ray wild 273 5.5 HIS+ 26-43 M2 1
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амантадина ориентирована вдоль оси ионного
канала M2; (2) четыре остатка гистидина (His37A,
His37B, His37C и His37D) лежат в одной плоско-
сти, перпендикулярной к оси ионных каналов
М2, как показано для экспериментальной ЯМР-
структуры ионного канала М2 на рис. 2. Видно,
что все четыре остатка ‒ His37A, His37B, His37C и
His37D ‒ существуют в форме нейтральных тау-
томеров HE2 (HIE, как принято в структурном
моделировании [36, 37]) в ЯМР-структуре 2KAD.
Выход из канала М2 контролируется также и
остатками триптофана (Trp41A, Trp41B, Trp41C и

Trp41D), которые блокируют проникновение моле-
кулы воды в канал М2 в закрытом состоянии [18].

Структура и энергия оптимизированной струк-
туры изолированного белка M2 получены путем
удаления молекулы амантадина из ионного канала
M2 (PDB 2KAD) с последующей оптимизацией
трехмерной структуры методом имитации отжига
(рис. 2). Температура оптимизируемой структуры
медленно повышалась от 0 до 300 К в течение 1 нс,
а затем релаксировалась в течение 1 нс при 300 К.
Далее были получены равновесные продуктив-
ные МД траектории длительностью 25 нс при по-
стоянных значениях рН 7.5 с периодическим
уточнением ионизационных состояний всех ами-
нокислотных остатков молекулы белка [45]. Анало-
гичным образом выполнены расчеты ионизации
остатков гистидина в интервале рН 5.75‒8.25, в ко-
тором остатки гистидина переходят из ионизиро-
ванной формы НIS+ в нейтральные таутомеры
HIE и HID (табл. 2 и рис. 3).

Средняя потенциальная энергия белка M2
вдоль равновесной МД траектории в ионизиро-
ванном и нейтральном состоянии четырех остат-
ков гистидина приведена в табл. 3. Видно, что
различие средних потенциальных энергий EpotMD
белка М2 для ионизированного состояния HIS+

и нейтрального состояния HIE составляет
~6 ккал/моль. Средняя величина тепловых флук-
туаций энергии таутомера HIE, оцененная по рав-
новесной МД траектории длительностью 25 нс,
равна ~12 ккал/моль (табл. 3). Заселенности заря-
женных и нейтральных состояний четырех остат-
ков гистидина заметно флуктуируют вдоль МД
траектории (рис. 4а, б). Однако средние значения
долей заселенностей ионизированных и ней-
тральных форм His37A, His37B, His37C и His37D
составляют 0.04‒0.06 (табл. 4). Состояния иони-
зации остатков гистидина, т.е. ионизированный
HIS+ и нейтральный таутомер HIE при рН 6.5, ре-
ализуются с сопоставимыми вероятностями 0.64
и 0.32 соответственно (табл. 4). Средняя потен-
циальная энергия EpotMD белка М2 с нейтраль-
ным таутомером HID значительно больше (на
~50 ккал/моль) по сравнению с энергиями со-
стояний HIS+ и HIE остатков гистидина (табл. 3).
Поэтому вероятность состояний HID мала
~0.02‒0.04. Средние ионизационные состояния
остатков гистидина, рассчитанные по равно-
весной МД траектории длительностью 25 нс
при рН 6.5, представлены в табл. 4. Согласно
табл. 4, остатки гистидина белка M2 находятся в
ионизированном состоянии HIS+ со средней ве-
роятностью ~0.64, тогда как нейтральный тауто-
мер HIE встречается с вероятностью ~0.32, а ней-
тральный таутомер HID ‒ с вероятностью ~0.04.
Средняя структура нейтрального состояния ион-
ного канала M2 незначительно отличается, в преде-
лах амплитуды тепловых флуктуаций ~0.9 Å, от экс-

Таблица 2. Средняя заселенность ионизационных со-
стояний остатков гистидина (His34A, His34B, His34C,
His34D) белка M2

а Ионизационное состояние остатка гистидина. б Средняя
заселенность ионизационных состояний остатков гистиди-
на. в Величина среднеквадратичных (RMSD) флуктуаций.

pH HIS+ a HIEa HIDa

5.75 0.89б (0.02)в 0.10б (0.02в) 0.01б (0.01)в

6.00 0.83 (0.03) 0.16 (0.02) 0.01 (0.01)
6.25 0.76 (0.03) 0.22 ( 0.02) 0.02 (0.01)
6.50 0.65 (0.04) 0.33 (0.03) 0.02 (0.01 )
6.75 0.57 (0.04) 0.40 (0.03) 0.03 (0.01)
7.0 0.46 (0.04) 0.50 (0.030) 0.04 (0.01)
7.25 0.35 (0.03) 0.60 (0.02) 0.05 (0.02)
7.5 0.26 (0.03) 0.67 (0.02) 0.07 (0.02)
7.75 0.17 (0.02) 0.78 (0.02) 0.05 (0.02)
8.0 0.12 (0.01) 0.83 (0.02) 0.05 (0.02)
8.25 0.06 (0.01) 0.88 (0.02) 0.06 (0.02)

Рис. 3. Средняя занятость (оккупация) ионизирован-
ного и нейтральных таутомерных состояний остатков
His37A, His37B, His37C, His37C белка M2 при Т = 300 К
вдоль равновесной МД траектории 25 нс; черный ‒
HIS+; серый штрих – таутомер HIE; штрих точка –
таутомер HID.
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периментальной структуры канала М2, 2KAD
(рис. 2). Можно отметить, что среднеквадратичное
отклонение (RMSD) положений атомов Oγ остат-
ков Ser31A, Ser31В, Ser31С, Ser31D структур кана-
ла M2 вдоль траектории MД не превышало 1.1 Å.
Например, расстояния между атомами Oγ остат-
ков Ser31A/Ser31C и Ser31B/Ser31D колеблются в
диапазоне 8.4–9.5 Å. Проход через ионные кана-
лы М2 контролируется остатками His37A, His37B,
His37C, His37D и характеризуется флуктуациями
попарных расстояний между ближайшими ато-
мами Cε1 и Nε2 в парах His37A–His37B, His37B–
His37C, His37C–His37D, His37D–His37A в диапа-
зоне 4.5‒5.4 Å. Флуктуации значений рКа и веро-
ятности встречаемости состояний HIS+, HIE всех
остатков гистидина вдоль равновесной МД тра-
ектории длительностью 25 нс представлены в
табл. 4. Величины долей ионизированных и ней-
тральных таутомеров гистидина имеют заметные
флуктуации (рис. 4а, б), тогда как их средние зна-
чения практически равны (табл. 4). Зависимость
средних долей фракций ионизационного и ней-
тральных состояний остатков гистидина от вели-
чины рН показана на рис. 3. Значения средней
константы pKa остатков гистидина смещены на
0.3 единицы в сторону высоких значений рН,
pKa ~ 6.8, (pK0 6.5) (табл. 4). Следовательно,
остатки гистидина находятся в отрицательном
электростатическом потенциале, который стабили-
зирует ионизированное состояние H+. Небольшая
разность между энергиями заряженного HIS+ и
нейтрального HIE состояний остатков гистидина
(~8 ккал/моль), и значительные тепловые флук-
туации энергий, ~15 и 12 ккал/моль, для состоя-
ний НIS+ и HIE (табл. 3) способствуют процессу
переноса протона через “гистидиновый затвор”,
т.е. через квартет His37A, His37B, His37C, His37D
ионного канала М2.

ОСНОВНОЕ СОЕДИНЕНИЕ НОВОГО 
СЕМЕЙСТВА ИНГИБИТОРОВ

ИОННОГО КАНАЛА M2

Молекула DABCО (рис. 1в) практически рав-
новелика в трех направлениях и имеет размер,

близкий поперечному размеру молекул аманта-
дина и римантадина (рис. 1а, б), известных как
ингибиторы ионного канала белка M2 [16, 17].
Исчерпывающий докинг выполнен как для
внешней молекулярной поверхности белка М2,
так и для внутренней молекулярной поверхности
ионного канала М2. На рис. 5а, б приведен ре-

Таблица 3. Энергии молекулы белка M2 для ионизированного и нейтральных состояний остатков гистидина при
pH 6.5 и Т = 300 K

a Cредняя потенциальная энергия вдоль равновесной МД траектории 25 нс, ккал/моль. б Энергия ван-дер-ваальсовых взаи-
модействий. в Электростатические взаимодействия. гЭнергия водородных связей. дЭнергия взаимодействия с окружающей
средой.

Состояние
ионизации EpotMD

a EVDWMD
б ECOLMD

в EHbondMD
г ESolvMD

д

HIS+ –1344.5 (15.2) –423.7 (13.6) –495.1 (6.6) –331.2 (7.0) –98.3 (7.1)

HIE –1336.5 (12.1) –416.8 (10.9) –489.5 (4.2) –323.2 ( 5.6) –106.1 (8.3)
HID –1289.7 (10.9) –413.7 (9.3) –477.2 (4.4) –294.7 (5.5) –133.2 (7.2)

Рис. 4. Фракции (доли) остатков гистидина белка М2
вдоль равновесной МД траектории в 25 нс при рН 6.5,
Т = 300 К в различных ионизационных состояниях:
ионизированная форма HIS+ (а); нейтральный тауто-
мер HIE (б). Черный цвет ‒ остатки His37A, темно-
серый ‒ His37B, серый ‒ His37C, светло-серый ‒
HIS37D.
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Таблица 4. Средние величины pKa и фракций ионизированных и нейтральных таутомеров остатков гистидина
белка М2 вдоль равновесной траектории в 25 нс при pH 6.5, T = 300 K

 аТип ионизационного состояния. б pKa. в Среднее значение. г Величина RMSD флуктуаций.

Остаток HIS+ а HIDа HIEа pKa
б

His37A
His37B
His37C
His37D

0.65в (0.04)г

0.63 (0.06)
0.66 (0.03)
0.62 (0.05)

0.03в (0.01)г

0.04 (0.02)
0.05 (0.01)
0.05 (0.03)

0.32в (0.03)г

0.33 (0.03)
0.29 (0.02)
0.32 (0.04)

6.80в (0.14)г

6.80 (0.09)
6.82 (0.16)
6.78 (0.18)

Среднее 0.64 0.04 0.32 6.80

зультат докинга, т.е. оптимальная позиция и ори-
ентация молекулы DABCО на молекуле белка
М2. Эта структура показывает, что (1) ось между
атомами N1-N2 молекулы DABCO перпендику-
лярна продольной оси канала М2; (2) образуются
две практически идеальные водородные Н-связи
между атомами N1, N2 молекулы DABCO и ато-
мом Оγ остатков Ser31A и Ser31B (или Ser31C и
Ser31D) с геометрией триплетов атомов
Оγ(Ser31A)···Н–N1 и Оγ-Ser31B···Н–N2, вовлечен-
ных в образование Н-связей, близких к опти-
мальной. Суммарная энергия Н-связей двух эква-
ториальных атомов азота N1, N2 молекулы DABCO с
OH-группами двух остатков Ser31A, Ser31B со-
ставляет ~8 ккал/моль. В альтернативной эквива-
лентной ориентации молекула DABCO повернута
на 90° вокруг центральной оси ионного канала
М2, создавая две Н-связи с Ser31С и Ser31D
(рис. 5б). Две эквивалентные ориентации моле-
кулы DABCO увеличивают свободную энергию
связывания на величину kT × ln2 ~ 0.4 ккал/моль.

Полная энергия связи и удельный вклад различ-
ных типов атом‒атомных взаимодействий приве-
дены в табл. 5. Видно, что главные вклады в энер-
гию связывания вносят ван-дер-ваальсовы взаи-
модействия, H-связи и дегидратация молекулы
лиганда. Молекула DABCO может связываться с
внутренней поверхностью ионного канала M2,
т.е. в канале (IN) и с молекулярной внешней по-
верхностью вне ионного канала (OUT) белка M2.
Разность между оптимальными энергиями свя-
зывания в канале и вне канала равна энергии зазо-
ра, EGAP= EIN‒EOUT, определяет долю молекул
блокатора, связанную в канале, пропорциональ-
ную величине ехр(–ЕGAP/kT), определяющей эф-
фективность блокирования канала М2. Т.е. энер-
гия зазора EGAP является важным параметром эф-
фективности блокирования ионного канала M2 и
переноса протона по каналу. Из представленных
в табл. 5 данных видно, что энергетическая щель
EGAP для DABCО равна 2.4 ккал/моль, а соот-
ветствующая свободная энергия связывания на
0.4 ккал/моль выше с учетом двух эквивалентных
ориентаций молекулы DABCО в канале М2.

Фторпроизводные диазабициклооктана
Оптимизировать энергию связывания молеку-

лы ингибитора ионного канала М2 можно путем
модификаций, влияющих на ван-дер-ваальсовы
взаимодействия препарата с внутренней поверх-
ностью ионного канала М2. Это может быть до-
стигнуто путем замены атомов водорода молеку-
лы DABCО на атомы фтора, который имеет зна-
чительно большую энергию ван-дер-ваальсовых
взаимодействий с ионным каналом M2. Нами
рассмотрены три фторпроизводных исходной
молекулы DABCO, а именно, тетрафтордиазаби-
циклооктан (DABCOF4), октафтордиазабицик-
лооктан (DABCOF8) и додекафтордиазабицик-
лооктан (DABCOF12), которые содержат четы-
ре, восемь и 12 атомов фтора (рис. 6а, в, д)
соответственно. Оптимизированные комплексы
F-производных, DABCOF4, DABCOF8 и DAB-
COF12, в ионном канале М2 показаны на рис. 6б,
г, е. Фторпроизводные создают две сильные
Н-связи между атомами N1/N2 молекулы препа-

Рис. 5. Молекула DABCО (а) и молекула DABCО,
связанная в канале М2 (б). Показаны водородные
связи между атомами Н–N1(N2) и Oγ остатков
Ser31A, Ser31B с длиной связи, 2.13 и 2.28 Å соответ-
ственно.

2.132.132.13

2.282.282.28

a б
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Таблица 5. Энергии связывания производных диазабициклооктана в ионном канале и вне канала белка М2

a ePL – полная энергия связывания лиганда в ионном канале белка M2. б Энергии различных типов взаимодействий:
eVDW – ван-дер-ваальсовы, eCoul ‒ электростатические, eHb ‒ водородные связи, eSolv ‒ взаимодействие с окружающей
средой, eGeo ‒ энергия деформации оптимальной структуры лиганда, ккал/моль. в Оптимальная энергия связывания в ка-
нале М2. г Максимальная энергия связывания вне канала M2. д Величина щели ΔGAP = Ein–Eout между энергиями связи in и
out протонного канала M2. е Место в ряду эффективностей.

Молекула Тип связывания ePLa eVDWб eColб eHbб eSolvб eGeoб

DABCО В каналев –9.0 –8.4 4.9 –9.2 –8.1 11.8

Вне каналаг –6.6 –4.2 3.1 –4.8 –11.4 10.7

Щель {Ein‒Eout}д –2.4

Номер в ряду эффективностие 3/4

DABCOF4 В каналев –24.3 –8.0 –6.1 –9.3 –13.0 12.1

Вне каналаг –24.2 –2.1 –11.0 –4.9 –18.4 12.2

Щель {Ein‒Eout}д –0.1

Номер в ряду эффективностие 6

DABCOF8 В каналев –41.9 –6.0 –21.5 –9.6 –18.4 13.6

Вне каналаг –47.1 1.6 –30.4 –5.0 –28.0 14.6

Щель {Ein‒Eout}д 5.2

Номер в ряду эффективностие 7

DABCOF12 В каналев –59.3 –3.5 –42.4 –9.4 –20.7 16.8

Вне каналаг –65.7 3.7 –49.6 –4.9 –32.5 17.7

Щель {Ein‒Eout}д 6.4

Номер в ряду эффективностие 8

DABCOB В каналев –16.9 –15.3 1.6 –8.8 –7.5 13.1

Вне каналаг –13.8 –11.5 –0.6 –5.0 –9.2 12.4

Щель {Ein‒Eout}д –3.1

Номер в ряду эффективностие 1

DABCOT В каналев –16.6 –16.6 1.6 –8.3 –6.3 13.0

Вне каналаг –13.9 –16.7 0.8 –5.0 –7.0 14.0

Щель {Ein‒Eout}д –2.8

Номер в ряду эффективностие 2

DABCON В каналев –20.5 –19.6 2.1 –7.8 –7.8 12.6

Вне каналаг –18.1 –13.3 –2.9 –4.9 –9.2 12.1

Щель {Ein‒Eout}д –2.4

Номер в ряду эффективностие 3/4

DABCONM В каналев –17.1 –20.6 2.4 –7.2 –6.7 14.4

Вне каналаг –17.5 –19.3 2.3 –4.5 –10.1

Щель {Ein‒Eout}д 0.4 14.1

Номер в ряду эффективностие 5
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рата с атомом Oγ остатков Ser31A и Ser31B или
Ser31C, Ser31D. Энергии связывания фторпроиз-
водных DABCOF4, DABCOF8 и DABCOF12 с
ионным каналом M2 приведены в табл. 5. Пока-
зано, что энергия связи в канале M2 значительно
больше, чем у основного соединения DABCО.
Однако энергия зазора между энергиями связы-
вания в канале и вне канала М2, т.е. параметр
EGAP ~ 0.1 ккал/моль (табл. 5). Это свидетельству-
ет о том, что у производных DABCOF4 доли свя-
зывания в канале и вне канала практически рав-
ны. Энергии зазора EGAP являются положитель-
ными, ~5–6 ккал/моль у производных DABCOF8
и DABCOF12 (табл. 5), т.е. связывание вне канала
это основной тип, а внутри канала М2 оно доста-
точно мало. Таким образом, несмотря на боль-
шую энергию связывания в канале М2 энергии
связывания F-производных вне канала сопоста-
вимы или заметно больше. Преимущественное
связывание вне канала обусловлено большой энер-
гией гидратации F-производных ‒ DABCOF4,
DABCOF8 и DABCOF12, следовательно, дегидра-
тация F-производных при внутриканальном свя-
зывании крайне невыгодна.

Полициклические производные 
диазабициклооктана

Полициклические производные DABCО ‒ ди-
азабициклооктанбензол (DABCOB) (рис. 7а) и
диазабициклооктантолуол (DABCOТ) (рис. 7в)
соответственно. Молекула DABCOТ получена за-
меной экваториальных атомов водорода во фраг-
менте бензола в молекуле DABCOB на метильные
группы (СН3). Более высокомолекулярные про-
изводные ‒ это диазабициклооктаннафталин
(DABCON) (рис. 8а), и молекула диазабицикло-
октанметилнафталина (DABCONM) (рис. 8в),
полученная заменой экваториальных атомов во-
дорода на метильные группы (СН3) во фрагменте
нафталина.

Конструирование молекул ингибиторов с ис-
пользованием жесткого полициклического фраг-
мента более предпочтительно, чем с использова-
нием гибкого фрагмента за счет меньшей потери
конформационной энтропии при ограничении
конформационной подвижности молекулы пре-
парата при связывании внутри ионного канала
М2. Результаты докинга бициклических и три-
циклических производных DABCO на белок М2
показаны на рис. 7б, г и рис. 8б, г. Молекулы ин-
гибиторов DABCOB, DABCOT, DABCON и
DABCON, связанные в канале М2, стабилизирова-
ны водородными связями между атомами Н–N1(N2)
и Oγ остатков Ser31A, Ser31B с длиной связи в пре-
делах 2.1–2.6 Å. Энергии связывания бицикличе-
ских и трициклических производных DABCO с
ионным каналом M2 представлены в табл. 5. Вид-

Рис. 6. Свободные молекулы DABCОF4 (а),
DABCОF8 (в), DABCОF12 (д) и связанные в канале
М2 (б, г, е). Показаны водородные связи между ато-
мами Н–N1(N2) DABCО и Oγ остатков Ser31A,
Ser31B с длиной связи 2.23 и 2.18 Å (б, е) соответ-
ственно и 2.18 и 2.29 Å (г).
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но, что бициклические производные DABCOB и
DABCOТ имеют энергию связи на ~7 ккал/моль
больше энергии связывания ведущего соедине-
ния DABCO.

Трициклические производные DABCON и
DABCONM демонстрируют дальнейшее увеличе-
ние энергии связывания с ионным каналом M2
на ~3.5 ккал/моль по сравнению с бициклически-
ми производными DABCOB и DABCOBM (табл. 5).
Тем не менее, замещение двух периферических
атомов водорода в трициклическом производном
DABCON на метильные группы CH3 с образова-
нием молекулы DABCONM не приводит к даль-
нейшему увеличению энергии связывания. Самая
большая молекула DABCONM характеризуется
ослаблением ван-дер-ваальсовых взаимодействий с
ионным каналом М2 по сравнению с молекулой
DABCON (на ~3 ккал/моль, табл. 5).

Можно сделать вывод, что наиболее эффектив-
ным блокатором ионного канала M2 является моле-
кула DABCOB (табл. 5), энергия связывания кото-
рой с ионным каналом M2 больше ~16.9 ккал/моль,
тогда как энергия связывания ведущего соединения
DABCO составляет ~9.0 ккал/моль. Разность энер-
гий связывания в каналe и вне канала у DABCOB
равна ~3.1 ккал/моль, т.е. она на 0.7 ккал/моль
больше энергии связывания ведущего соедине-
ния DABCO (табл. 5). Отношение фракций моле-
кул DABCOB, связанных вне (Cout) и внутри канала
(Cin), достаточно мало, а именно, Сout/Сin, составляет
~0.01, т.е. эта молекула является эффективным бло-
катором ионного канала М2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Блокирование ионного канала M2 вируса
гриппа А путем связывания внутри канала моле-

Рис. 7. Свободные формы DABCOВ и DABCOТ (а, в)
и оптимальная позиция этих производных, связан-
ных в канале М2 (б, г).
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Рис. 8. Свободная форма DABCON и DABCONМ (а,
в) и оптимальная позиция этих молекул, связанных в
канале М2 (б и г).
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кулы производного DABCO представляется ра-
зумной стратегией ингибирования переноса про-
тона H+ через ионный канал М2 и деактивации
вируса гриппа А. Рассмотрены семь структур мо-
лекул блокаторов, производных DABCO, и де-
тально исследовано их связывание с белком М2.
Показано, что наилучшее блокирование ионного
канала обеспечивает молекула DABCOВ. Энергия
связывания молекулы DABCOВ в канале М2 до-
статочно высока ~16.9 ккал/моль. Разность энер-
гий связывания вне и внутри канала М2 более
3 sккал/моль. Заметная разность энергий связыва-
ния вне и внутри ионного канала М2 обеспечивает
преимущественное связывание внутри канала, так
что отношение фракций молекул, связанных вне и
внутри канала, составляет ~ 0.01, т.е. молекулы пре-
парата будут связаны внутри канала М2 и будут
блокировать транспорт протона Н+.

Вторая важная особенность DABCO и его про-
изводных ‒ положительный заряд +2, локализо-
ванный на атомах азота. Этот заряд создает поло-
жительный электростатический потенциальный
барьер, оцениваемый величиной ~3‒4 ккал/моль,
для диффузии протонов H+ через канал М2. Такой
положительный электростатический потенци-
альный барьер отсутствует или незначителен у
амантадина и римантадина как в нейтральном со-
стоянии, при высоких значениях рН > 7, так и в
заряженном состоянии при низких значениях
рН. Нейтральность амантадина и римантадина
доказана методом ЯМР при температуре 243 К и
pН 7.5 [16, 17]. Сочетание стерических и электро-
статических потенциальных барьеров представ-
ляет собой дополнительный фактор повышения
эффективности блокирования транспорта ионов
Н+ через ионный канал M2 при внутриканальном
связывании молекулы DABCOВ.
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DESIGN OF AN EFFECTIVE M2 ION CHANNEL INHIBITOR
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Influenza A virus is capable of rapid infecting large human populations. Because of that, development of novel
drugs capable of effective inhibiting of virus replication is warranted. Known anti-influenza drugs amantadine
and rimantadine have a weak effect on the influenza A virus. Here we describe a new class of positively charged
molecules to block H+ proton diffusion through the M2 ion channel of influenza A. Eight drug derivatives of
leading compound diazabicyclooctane were investigated by molecular dynamics simulation, a study of ioniza-
tion states and evaluation of their binding efficiency to the M2 ion channel. Here we present optimal structure
of effective blocker of the proton channel of M2 protein. An important advantage of the new molecule over well-
known amantadine and rimantadine is its positive charge, +2, which < in addition to steric barrier, creates an
electrostatic potential barrier for the proton diffusion transport through the ion channel M2.

Keywords: influenza A, M2 ion channel inhibitors, molecular dynamics, ionization, ligand binding
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