
Компьютерная идентификация 
молекул-кандидатов  
в лекарственные препараты  
против туберкулеза

Аннотация. Проведен виртуальный скрининг библиотеки 
биологически активных соединений, направленный на 
идентификацию малых молекул, способных ингибировать 
каталитическую активность еноил-ацил-переносящий белок-
редуктазы (InhA) микобактерии туберкулеза (МБТ) – одного из 
ключевых ферментов, участвующих в биосинтезе миколовых 
кислот клеточной стенки МБТ. С этой целью использован 
комплексный вычислительный подход к перепрофилированию 
лекарств, включающий высокопроизводительный докинг 
фермента InhA с соединениями из молекулярной библиотеки, 
содержащей одобренные FDA препараты и исследуемые 
кандидаты в лекарственные средства, молекулярную динамику 
комплексов лиганд/InhA-NAD+, отбор наиболее перспективных 
соединений и экспериментальное определение их минимальной 
ингибирующей концентрации МИК90. В результате обнаружено 
соединение-лидер, которое показало значение МИК90, равное 
62,5 мкМ, против вакцинного штамма Mycobacterium bovis BCG 
и МБТ, что позволяет рассматривать его в качестве базовой 
структуры для разработки новых противотуберкулезных 
молекул.
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Н
есмотря на то, что 
в результате много-
летних интенсив-
ных исследований 
нау чное сообще-
ство достигло зна-

чительного прогресса в создании 
эффективных препаратов для 
лечения туберкулеза (ТБ), стати-
стика по заболеваемости и смерт-
ности от этого тяжелого инфек-
ционного заболевания по-преж-
нему остается тревожной. Так, 
согласно данным Всемирной 
организации здравоохране-
ния, в 2023 г. около 10,8 млн чел. 
заболели туберкулезом, более  
1,25 млн – умерли от него [1]. 

Лечение ТБ затрудняется 
из-за появления и быстрого 
распространения новых штам-
мов микобактерии туберку-
леза (МБТ), проявляющих мно-
жественную и широкую лекар-
ственную устойчивость. Поэтому 
существует острая потребность 
в новых терапевтических сред-
ствах, эффективных как против 
лекарственно-чувствительных, 
так и лекарственно-устойчивых 
штаммов МБТ. 

Анализ используемых в кли-
нике препаратов для лечения 
ТБ и находящихся в разработке 
современных ингибиторов кри-
тически важных молекуляр-
ных мишеней МБТ показывает, 
что современные химиотера-
певтические стратегии, как пра-
вило, сосредоточены на создании 
лекарств, нацеленных на реплика-
цию ДНК, синтез белков, биосин-
тез клеточной стенки, энергети-
ческий метаболизм и протеолиз 
МБТ [2]. Среди них особое внима-
ние следует уделить белку InhA, 
одному из ключевых ферментов 
пути FAS-II [3–5]. Еноил-ацил-пе-
реносящий белок (АПБ)-редук-
таза (InhA) представляет собой 
фермент, участвующий в биосин-
тезе жирных, в основном мико-

ловых, кислот клеточной стенки 
МБТ [6]. Этот белок катализирует 
восстановление транс-двойной 
связи, соединяющей карбониль-
ную группу промежуточного про-
дукта, ковалентно связанного с 
АПБ в пути FAS-II [7]. Препарат 
первой линии для терапии тубер-
кулеза изониазид (INH) является 
наиболее известным ингибито-
ром InhA [8] – пролекарством, 
которое активируется катала-
зой-пероксидазой KatG с обра-
зованием аддукта INH-NAD+, 
способного связываться с актив-
ным центром фермента [9], что 
приводит к нарушению синтеза 
миколовых кислот [10]. В связи с 
тем, что INH – терапевтический 
агент, резистентность к кото-
рому могут вызывать не только 
мутации в гене InhA, но и в KatG, 
предпринимаются многочислен-
ные попытки разработать прямые 
ингибиторы InhA, не требующие 
фазы активации [11]. 

Один из вариантов решения 
этой проблемы – перепрофили-
рование лекарственных средств, 
под которым понимается процесс 
определения новых терапевтиче-
ских показаний для биологиче-
ски активных соединений, заре-
гистрированных ранее для при-
менения в клинике или находя-
щихся на этапах доклинических и 
клинических испытаний. Это рас-
сматривается как эффективная 
стратегия в открытии или разра-
ботке препаратов с новыми меха-
низмами действия. Так как про-
фили безопасности таких соеди-
нений хорошо документированы, 
такой подход, сочетающий в себе 
структурный дизайн лекарств с 
методами виртуального скри-
нинга и молекулярного моделиро-
вания, может существенно облег-
чить и ускорить процесс обнару-
жения соединений с клиниче-
ским потенциалом с целью их 
перепрофилирования для лече-

ния пациентов с другими тяже-
лыми заболеваниями.

В данном исследовании для 
идентификации потенциальных 
ингибиторов фермента InhA 
прямого действия использован 
комплексный вычислительный 
подход к перепрофилированию 
лекарств, с помощью которого 
проведены следующие этапы:
�	молекулярный докинг фер-

мента InhA с биологиче-
ски активными молекулами, 
собранными в виртуальную 
библиотеку, содержащую одо-
бренные Управлением по кон-
тролю качества пищевых 
продуктов и лекарственных 
средств США (FDA) препа-
раты и исследуемые в насто-
ящее время кандидаты в 
лекарственные средства; 

�	оценка аффинности связыва-
ния комплексов лиганд/InhA  
с использованием класси-
ческой оценочной функ-
ции и двух функций машин-
ного обучения с последую-
щим расчетом экспоненци-
ального консенсусного ранга 
(ECR) для каждого соедине-
ния и отбором молекул с луч-
шими значениями ECR;

�	анализ молекулярной дина-
мики комплексов лиганд/InhA 
и их молекулярно-динами-
ческих траекторий, расчет 
свободной энергии связывания 
молекул с терапевтической 
мишенью и отбор соедине-
ний, перспективных для био-
медицинского тестирования;

�	экспериментальное опреде-
ление минимальной инги-
бирующей концентрации 
МИК90 для этих соедине-
ний, выполненное под руко-
водством профессора Л. Лю в 
ключевой лаборатории меди-
цинской молекулярной виру-
сологии при Университете 
Фудань (Шанхай, КНР).

НАУЧНАЯ ПУБЛИКАЦИЯ
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Материалы и методы

Формирование виртуаль-
ной библиотеки биологически 
активных соединений. Учиты-
вались следующие критерии: сво-
бодный академический доступ к 
данным, наличие структур сое-
динений в формате файлов хими-
ческих данных SDF (Structure 
Data File) (https://www.fda.gov/
media/151718/download), активная 
поддержка баз данных и наличие 
информации о возможности син-
теза и покупки молекулы. В соот-
ветствии с этим были выбраны 
следующие базы данных со сво-
бодным доступом: 
�	DrugBank с подробной 

информацией о более чем 
10 тыс. лекарств (https://
go.drugbank.com/) [12]; 

�	ZINC15, включающая 
несколько сотен миллио-
нов коммерчески доступ-
ных соединений для вирту-
ального скрининга потен-
циальных лекарств (https://
zinc.docking.org/) [13]; 

�	Selleck Chemicals, содержа-
щая более 120 тыс. инги-
биторов, используемых в 
исследованиях сигналь-
ных путей клеток (https://
www.selleckchem.com/). 
При сборке молекулярной 

библиотеки из приведенных баз 
были отобраны и загружены в 
формате SDF химические соеди-
нения, находящиеся на стадиях 
лабораторных исследований, кли-
нических испытаний или при-
менения в медицинской прак-
тике. В результате собранная вир-
туальная библиотека включала  
28 260 соединений, потенциальную 
активность которых по отноше-
нию к белку InhA МБТ оценивали 
методами молекулярного докинга 
и молекулярной динамики.

Молекулярный докинг и рас-
четы значений ECR. Молекуляр-

ный докинг проводили с помощью 
программы AutoDock Vina [14] 
в приближении жесткого рецеп-
тора и гибких лигандов. Струк-
туру белка InhA выделяли из его 
комплекса с ингибитором InhA 
Inh_468 (N-(3-хлор-2-метилфе-
нил)-1-циклогексил-5-оксопир-
ролидин-3-карбоксамид) (PDB ID: 
4TZT) [15]. Ячейка для докинга 
включала субстрат-связываю-
щий сайт InhA с коферментом 
NAD+ и имела следующие пара-
метры: ΔX=22,92 Å, ΔY=15,74 Å, 
ΔZ=15,94 Å с центром при X=40,62 
Å, Y=51,97 Å, Z=59,73 Å. Значение 
параметра охвата конформаци-
онного пространства, определя-
ющего широту поиска, было уста-
новлено равным 100 [14].

Показатели свободной энергии 
связывания комплексов лиганд/
InhA-NAD+ рассчитывали с 
помощью классической оценоч-
ной функции AutoDock Vina [14] 
и двух функций машинного обу-
чения RF-Score-4 [16] и NNScore 
2.0 (https://git.durrantlab.pitt.edu/
jdurrant/nnscore2) [17]. Затем 
вычисляли ранги соединений 
согласно значениям каждой оце-
ночной функции и из этих дан-
ных для каждого лиганда опре-
деляли значение ECR по следую-
щей формуле [18]: 

 ,

где ranksf – ранг соединения 
согласно оценочной функции 
sf, σsf – параметр, контролирую-
щий влияние оценочной функ-
ции sf на результаты консенсус-
ного отбора (при расчетах ECR 
значение σsf  для всех рассматри-
ваемых оценочных функций зада-
вали равным 10, предполагая, что 
их вклады в суммарную величину 
ECR одинаковы). 

В результате консенсусного 
ранжирования были отобраны  
23 соединения с наивысшим рей-

тингом, комплексы которых с 
InhA-NAD+ исследовали мето-
дами молекулярной динамики 
(МД) для выявления наиболее 
перспективных кандидатов в 
лекарственные препараты, спо-
собных блокировать каталитиче-
скую активность фермента. 

Молекулярная динамика. 
Классическу ю МД комплек-
сов лиганд/InhA-NAD+ в воде 
выполняли в программном пакете 
Amber18 с применением силовых 
полей Amber ff14SB (белок) и GAFF 
(лиганды и NAD+) [19]. Для зада-
ния парциальных зарядов атомов 
(модель AM1-BCC) использовали 
модуль Antechamber программного 
пакета AmberTools19 [19]. Атомы 
водорода добавляли с помощью 
программы reduce данного пакета. 
Комплексы помещали в коробку 
с формой усеченного октаэдра, 
заполняли растворителем (модель 
воды TIP3P [20]) и добавляли ионы 
Na+ и Cl– до значения ионной 
силы, равного 0,15 М.

После подготовки системы 
атомы основной цепи белка фик-
сировали с помощью дополни-
тельного гармонического потен-
циала с силовой константой  
2,0 ккал/моль/Å2 и с помощью 
модуля Sander программного 
пакета AmberTools19 проводили 
уравновешивание системы в 
четыре последовательных этапа:  
1) минимизация энергии с при-
менением 500 шагов алгоритма 
наискорейшего спуска, за кото-
рыми следовали 500 шагов метода 
сопряженных градиентов; 2) нагре-
вание системы от 0 К до 300 К в 
течение 50 пс в ансамбле NVT (при 
постоянном числе частиц, объеме 
и температуре) с использованием 
термостата Ланжевена с частотой 
столкновений 2,0 пс-1; 3) выравни-
вание давления в течение 50 пс при 
давлении P=1,0 атм. в ансамбле NPT 
(при постоянном числе частиц, 
давлении и температуре) с задей-
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ствованием баростата Берендсена 
с характерным временем 1,0 пс;  
4) снятие ограничений и повторное 
уравновешивание в течение 0,5 нс  
при температуре 300 К и постоян-
ном давлении. После достижения 
равновесия проводили молеку-
лярную динамику в течение 200 нс  
в ансамбле NPT при температуре 
T=300 К и давлении P=1,0 атм. 
Связи с участием атомов водорода 
ограничивали с помощью алго-
ритма SHAKE [21] для достижения 
шага интегрирования 2 фс. Элек-
тростатические взаимодействия на 
больших расстояниях рассчиты-
вали с помощью алгоритма Эвальда 
(PME) [22]. Максимальное рассто-
яние, на котором учитывали элек-
тростатические взаимодействия, 
задавали равным 8,0 Å. 

Значения энтальпийной состав-
ляющей свободной энергии свя-
зывания рассчитывали в пакете 
AmberTools19 [19] методом MM/
GBSA [23]. Для определения поляр-
ной составляющей энергии сольва-
тации использовали обобщенную 
модель Борна с ионной силой 0,15 М.  
Неполярные компоненты свобод-
ной энергии гидратации вычис-
ляли на основе расчетов площади 
поверхности, доступной раство-
рителю [19]. Энтропийную компо-
ненту свободной энергии Гиббса 
рассчитывали с применением про-
граммного модуля Nmode пакета 
AmberTools19 [19]. Анализ МД  
траекторий выполняли с помощью 
программного модуля CPPTRAJ 
пакета AmberTools19 для послед-
них 150 комплексов, разделен-
ных временным интервалом  
1 нс [19].В качестве положитель-
ного контроля в расчетах исполь-
зовали два мощных ингиби- 
тора InhA прямого действия 
Genz10850 [24] и Inh_468 [15] со зна-
чениями концентрации полумак-
симального ингибирования IC50, 
равными 0,16 мкМ и 23,12 мкМ 
соответственно. 

Результаты и обсуждение

Анализ данных молекуляр-
ного моделирования позволил 
выявить 8 соединений (рис. 1),  
способных блокировать суб-
страт-связывающий центр фер-
мента InhA МБТ. Согласно дан-

ным МД, они проявляют высо-
кое сродство к каталитическому 
сайту InhA, что подтверждается 
низкими средними значениями 
свободной энергии связывания 
и соответствующими стандарт-
ными отклонениями (таблица). 
С учетом погрешности метода 

Рис. 1. Химические структуры идентифицированных соединений 

Таблица. Средние значения свободной энергии связывания <ΔG>  
и соответствующие им стандартные отклонения ΔGSTD, рассчитанные  
для динамических моделей комплексов лиганд/InhA-NAD+
Примечание: <ΔH> и <TΔS> – соответственно средние значения энтальпийной и энтропийной составляющих свободной энергии; 
(ΔH)STD и (TΔS)STD – соответствующие этим значениям стандартные отклонения

Лиганд <ΔH>,  
ккал/моль

ΔHSTD, ккал/
моль

<TΔS>,  
 ккал/моль

(TΔS)STD, 
ккал/моль

<ΔG>,  
ккал/моль

ΔGSTD, ккал/
моль

I -54,6 3,1 -24 5,2 -30,5 5,8

II -53,7 3,3 -24,8 4,1 -28,9 5,1

III -54,3 3,5 -26,2 4,6 -28,1 5,8

IV -51,5 3,5 -23,9 6,1 -27,6 7,1

V -52,5 5,8 -26,5 5,4 -26,0 7,1

VI -48,2 7,1 -25,2 4,6 -23,0 8,7

VII -46,2 4,5 -24,7 4,8 -21,5 6,6

VIII -47,1 4,3 -25,8 6,9 -21,3 8,2

Genz10850 -42,9 4,3 -22,3 4,9 -20,6 6

Inh_468 -38,2 3,2 -21,6 4 -16,6 5,1

НАУЧНАЯ ПУБЛИКАЦИЯ
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MM/GBSA, составляющей около 
2,9 ккал/моль [23], можно пред-
полагать, что значения энергии 
связывания идентифицирован-
ных соединений с белком InhA 
сопоставимы или значительно 
ниже величин, рассчитанных для 
контрольных ингибиторов InhA 
Genz10850 [24] и Inh_468 [15] с 
помощью идентичного вычис-
лительного протокола (таблица). 
Анализ среднеквадратических 
отклонений (RMSD, Root Mean 
Square Deviation) положений 
атомов между всеми динами-
ческими моделями комплексов 
лиганд/InhA-NAD+ и их старто-
выми структурами показывает, 
что они не претерпевают суще-
ственных структурных пере-
строек в течение МД-расчетов 
(рис. 2). Этот вывод подтвержда-
ется средними значениями RMSD, 
рассчитанными для идентифици-
рованных молекул в комплексах  

тифицированных молекул (сое-
динения II, III, IV, VI, VIII; рис. 1), 
которые были доступны для при-
обретения. Полученные резуль-
таты показали, что для соедине-
ния VIII значение МИК90 состав-
ляет 62,5 мкМ как в отношении 
МБТ, так и для Mycobacterium 
bovis BCG, а соединение VI инги-
бирует только рост штаммов 
Mycobacterium bovis BCG с вели-
чиной МИК90, равной 31,25 мкМ. 
При этом остальные 3 соединения 
не проявили приемлемой анти-
микобактериальной активности. 
Эти результаты указывают на то, 
что среди идентифицированных 
соединений лиганд VIII является 
наиболее предпочтительным кан-
дидатом для разработки новых 
эффективных ингибиторов белка 
InhA МБТ.

Заключение 

В настоящей работе мето-
дами молекулярного докинга и 
МД проведен виртуальный скри-
нинг библиотеки биологически 
активных соединений, включа-
ющей 28 260 одобренных FDA 
препаратов и исследуемых кан-
дидатов в лекарственные средства 
для оценки потенциала их инги-
биторной активности в отноше-
нии белка InhA МБТ. На основе 
расчетных значений свободной 
энергии связывания комплексов 
лиганд/InhA-NAD+ и анализа 
их молекулярно-динамических 
траекторий идентифицированы 
8 соединений, которые показали 
высокое сродство к субстрат-свя-
зывающему сайту фермента. 
Для 5 из этих 8 молекул опре-
делены in vitro значения мини-
мальной ингибирующей концен-
трации МИК90 против вакцин-
ного штамма Mycobacterium bovis 
BCG и МБТ, что позволило иден-
тифицировать соединение-лидер  
(лиганд VIII; рис. 1), проде-

Рис. 2. Временные зависимости значений RMSD (Å), рассчитанных для всех динами-
ческих моделей комплексов лиганд/InhA-NAD+ и исходных структур. В расчетах 
использовали атомы основной цепи белка InhA. В правом верхнем углу указаны 
средние значения RMSD и соответствующие стандартные отклонения

с InhA, которые близки к соответ-
ствующим величинам, предска-
занным для контрольных соеди-
нений (рис. 2). При этом среднее 
значение RMSD для InhA в сво-
бодном состоянии сопоставимо 
с полученными значениями для 
идентифицированных соедине-
ний, связанных с ферментом.

Таким образом, данные об 
аффинности связывания ком-
плексов лиганд/InhA-NAD+, 
предсказанные с помощью мето-
дов молекулярного моделиро-
вания, свидетельствуют о высо-
ком потенциале ингибирующей 
активности идентифицирован-
ных соединений (рис. 1) против 
фермента InhA МБТ. 
Антимикобактериальный эффект 
лигандов оценивали против вак-
цинного штамма Mycobacterium 
bovis BCG и МБТ по величинам 
минимальной ингибирующей 
концентрации МИК90 для 5 иден-
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монстрировавшее в обоих слу-
чаях значение МИК90, равное  
62,5 мкМ. Полученные данные 
дают основание предполагать, что 
это соединение формирует пер-
спективную базовую структуру 
для разработки новых противо-
туберкулезных молекул, облада-
ющих клиническим потенциалом 
и способных блокировать крити-
чески важную терапевтическую 
мишень МБТ.

Работа выполнена при под-
держке грантов Белорусского респу-
бликанского фонда фундаменталь-
ных исследований (Ф24КИТГ-016), 
Международного научно-техни-
ческого центра (МНТЦ, проект 
PR150) и Консорциума и портала 
программы «Лекарственно-устой-
чивый туберкулез».
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	� Summary. Structure-based virtual screening of the library of bioactive compounds was used to identify 
novel small-molecule compounds that can inhibit the catalytic activity of Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb) enoyl acyl carrier protein reductase (InhA), one of the key enzymes involved in the biosynthesis 
of mycolic acids of the Mtb cell wall. To do this, we employed an integrated computational approach to 
drug repurposing which included high-throughput docking of the InhA enzyme with small-molecule 
compounds from the library of bioactive molecules containing the FDA-approved drugs and investigation-
al drug candidates, molecular dynamics simulations of the ligand/InhA-NAD+ complexes, binding free 
energy calculations, post-modeling analysis followed by selection of the most promising drug candidates 
and experimental determination of their minimum inhibitory concentration MIC90. As a result, a lead 
compound which showed the MIC90 value of 62.5 µM against the vaccine strain Mycobacterium bovis and 
Mtb was found, giving hope that this compound forms a promising scaffold for the development of novel 
antitubercular molecules of clinical significance with activity against an important target of Mtb.
	� Keywords: Mycobacterium tuberculosis, virtual screening, drug repurposing, inhibitors, enzyme InhA, 

antituberculosis drugs.
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