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Введение. В настоящее время разрабатывается целый ряд низкомолекулярных соединений в качестве 
потенциальных ингибиторов репликации CoVs, направленных на различные этапы репликационного цикла, 
такие как ингибиторы основной протеазы и аналоги нуклеозидов. Альтернативной белковой мишенью могут 
выступать виропорины.
Цель исследования – выявление противовирусных свойств производных гистидина с каркасными заме-
стителями в отношении пандемического штамма коронавируса SARS-CoV-2 in vitro.
Материалы и методы. Получение соединения гистидина с аминоадамантаном и декагидро-клозо-декабо-
ратным анионом [B10H10]

2– проведено методами классического пептидного синтеза. Структура соединения 
подтверждена современными физико-химическими методами. Противовирусные свойства синтетических 
соединений изучены in vitro на монослое клеток Vero E6, инфицированных SARS-CoV-2 (штамм альфа), при 
одномоментном внесении соединений и вируса. 
Результаты. Синтезированы производные аминокислоты гистидина с карбоциклами и кластерными анио-
нами бора, и исследована их противовирусная активность в отношении коронавируса SARS-CoV-2 in vitro. 
На клеточных культурах показано, что производные гистидина с карбоциклами и кластерным анионом бора 
[B10H10]

2– обладают способностью подавлять репликацию вируса. Также была показана возможность увели-
чения растворимости субстанции в водных средах за счёт образования хлоргидрата или натриевой соли.
Обсуждение. Соединение I 2HCl*H-His-Rim проявляло некоторый эффект подавления репликации вируса 
SARS-CoV-2 при вирусной нагрузке 100 доз и концентрации 31,2 мкг/мл. Наиболее очевидным объяснени-
ем противовирусного действия соединения I на угнетение репликации SARS-CoV-2 в эксперименте in vitro 
могут являться слабоосновные свойства, которые проявляет это соединение.
Заключение. Представленные синтетические соединения проявили умеренную противовирусную актив-
ность в отношении варианта коронавируса SARS-CoV-2. Полученные соединения могут быть использованы 
в качестве модельных структур для создания нового препарата прямого действия против современных 
штаммов коронавирусов.
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Introduction. Currently, low molecular-weight compounds are being developed as potential inhibitors of CoVs 
replication, targeting various stages of the replication cycle, such as major protease inhibitors and nucleoside 
analogs. Viroporins can be alternative protein targets.
The aim of this study is to identify antiviral properties of histidine derivatives with cage substituents in relation to 
pandemic strain SARS-CoV-2 in vitro.
Materials and methods. Combination of histidine with aminoadamantane and boron cluster anion [B10H10]

2– 
(compounds I–IV) was carried out by classical peptide synthesis. Compound were identified by modern 
physicochemical methods. Antiviral properties were studied in vitro on a monolayer of Vero E6 cells infected with 
SARS-CoV-2 (alpha strain) with simultaneous administration of compounds and virus.
Results. Derivatives of amino acid histidine with carbocycles and boron cluster were synthesized and their antiviral 
activity against SARS-CoV-2 was studied in vitro. Histidine derivatives with carbocycles and [B10H10]

2– have the 
ability to suppress virus replication. The solubility of substances in aqueous media can be increased due to 
formation of hydrochloride or sodium salt.
Discussion. 2HCl*H-His-Rim (I) showed some effect of suppressing replication of SARS-CoV-2 at a viral load of 
100 doses and concentration 31.2 μg/ml. This is explained by the weakly basic properties of compound I.
Conclusion. The presented synthetic compounds showed moderate antiviral activity against SARS-CoV-2. The 
obtained compounds can be used as model structures for creating new direct-acting drugs against modern strains 
of coronaviruses.
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Введение

Коронавирусы являются зооантропонозными виру-
сами, способными инфицировать человека и живот-
ных. Современные штаммы коронавирусов (CoVs) 
способны вызывать тяжёлые и смертельные заболе-
вания у людей. Возникновение тяжёлого острого ре-
спираторного синдрома (SARS) в 2002 г. и ближнево-
сточного респираторного синдрома (MERS) в 2012 г. 
подчеркнуло способность CoVs вызывать смертель-
ные заболевания у людей [1–4].

Во время текущей пандемии COVID-19 [5, 6], вы-
званной новым коронавирусом SARS-CoV-2, меры 
сдерживания и вакцинация замедлили распростра-
нение инфекции, но не смогли полностью предот-
вратить заболевание среди медицинских работников, 
пациентов и всего населения планеты. 

В связи со вспышкой новых инфекционных заболе-
ваний, вызываемых различными патогенными вируса-
ми, и развитием устойчивости к классическим проти-
вовирусным препаратам, фармацевтические компании 
и многочисленные исследовательские группы ищут но-
вые противовирусные агенты с уникальными химиче-
скими и физическими свойствами [7, 8]. На сегодняш-
ний день не существует одобренного терапевтического 
средства против любого коронавируса человека, но ряд 
исследуемых противовирусных соединений в данный 
момент проходят клинические испытания [9–14]. Со-
здание новых противовирусных препаратов против 
COVID-19 является сложной задачей и требует значи-
тельного времени и усилий для разработки и валидации.

В настоящее время разрабатывается целый ряд низ-
комолекулярных соединений в качестве потенциаль-
ных ингибиторов репликации CoVs, направленных на 
различные этапы репликационного цикла [15]. Неко-
торые соединения, в частности ингибиторы основной 
протеазы CoVs, в данный момент проходят заклю-
чительные стадии клинических испытаний и ждут 
одобрения в фармацевтическом комитете. Этот класс 
соединений представляет собой пептидомимети-
ки, способные ингибировать фермент 3-химотрип-
син-подобную протеазу (3CLpro). 3CLpro расщепляет 
пептид-предшественник по 11 сайтам на отдельные 
вирусные белки будущего вириона CoVs [16]. Дру-
гой класс противовирусных соединений представлен 
аналогами нуклеозидов, имитирует встречающие-
ся в природе нуклеозиды для подавления вирусной 
РНК-зависимой ДНК-полимеразы [17].

Альтернативной белковой мишенью могут высту-
пать небольшие вирусные белки, способные образо-
вывать поры в мембранах клетки и оболочки виру-
сов – виропорины. Ингибиторы виропоринов могут 
составить новый класс противовирусных препаратов, 
способных действовать как самостоятельное лекар-
ство, как в случае препарата Ремантадин в отношении 
вируса гриппа А, так и, возможно, в составе комплекс-
ной терапии. Белки E SARS-CoV-2 имеют длину поли-
пептида 76 аминокислот и один α-спиральный транс-
мембранный домен [18, 19]. Белки E способны к об-
разованию пентамерных структур с функцией ионной 
проводимости [20]. Белок Е из CoV представляется 
наиболее вероятной мишенью для молекул ингибито-
ров на основе адамантил-аминокислот. Адамантано-
вый карбоциклический остов как липофильный агент 
в данном случае исполняет роль носителя для остатка 
аминокислоты или другого физиологически важного 
соединения. Адамантановый остов является высоко 
гидрофильным остатком, поэтому в некоторых случа-
ях может быть заменён на другие карбоциклы, такие 
как норборнен или циклогексан [21].

Нами ранее было показано, что соединение дихлор-
гида L-гистидил-аминоэтиладамантана (2HCl*H-His-
Rim) проявляло противовирусный эффект против 
штаммов вируса гриппа А, резистентных к препара-
там Амантадин и Ремантадин. Причём это соедине-
ние являлось ингибитором функции ионного канала 
М2 вируса гриппа А [22]. Виропорин М2 жизненно 
необходим вирусу гриппа А для инфицирования клет-
ки. Это встроенный в вирусную оболочку ионный 
канал, избирательно проводящий сквозь себя ионы 
водорода из клетки внутрь вируса. В клетку-хозяина 
вирус попадает заключённым в эндосомы (мембран-
ные структуры) – своего рода пузырьки. При опре-
делённом значении кислотности среды белок М2 ак-
тивируется и начинает перекачивать ионы водорода, 
понижая рН внутри вирусной частицы и тем самым 
вызывая её распад для высвобождения генетического 
материала вируса в цитоплазму клетки-хозяина.

Белок М2 вируса гриппа А и белок Е из CoV имеют 
схожую вторичную структуру, сравнимую протяжён-
ность аминокислотной последовательности, а также 
играют важную роль на этапе сборки вируса. Отсюда 
можно предположить, что эти два виропорина долж-
ны быть чувствительны к гомологичным синтетиче-
ским соединениям. Таким образом, существуют все 
предпосылки к тому, что удастся достигнуть эффекта 
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подавления функции канала, образованного белком Е 
коронавируса, карбоциклическими производными 
остатка аминокислоты гистидина.

Цель исследования – выявление противовирусных 
свойств производных гистидина с каркасными заме-
стителями в отношении пандемического штамма ко-
ронавируса SARS-CoV-2 in vitro.

Материалы и методы

Синтетические соединения
Рассматриваемые соединения получены метода-

ми органического и пептидного синтеза, описанны-
ми нами ранее [21, 23, 24]. На рис. 1 представлены 
структуры соединений, которые проявляли проти-
вовирусную активность в отношении современных 
штаммов вируса гриппа А. Дихлоргидрат L-гисти-
дил-аминоэтиладаманантан (соединение I – 2HCl*H-
His-Rem) [25]; производное клозо-декаборатного 
аниона с остатком метилового эфира гистидина 
в качестве пендантного заместителя, отделённого 
от борного кластера спейсером -O(СН2)4СО- (соеди-
нение II – Na2[B10H9-O(CH2)4CO-His-OMe]) [26, 27]; 
дихлоргидрат гистидил-дициклогексил амид (со-
единение III – 2HCl*H-His-DCHA); дихлоргидрат 
гистидил-3-гидрокси-аминоэтиладамантан (соеди-
нение IV – 2HCl*H-His-HyRim). Соединения III и IV 
являются новыми, однако получены методом, анало-
гичным получению соединения I. 

Вирус 
В исследованиях использовали штамм коронавиру-

са человека SARS-CoV-2, пассаж 4, с инфекционной 

активностью 106 ТЦИД50/мл для клеток Vero E6, де-
понированный и Государственную коллекцию виру-
сов РФ ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздра-
ва России № 1301/2 ГКВ.

GISAID: 421275 EPI ISL
Russia/Moscow PMVL-1/2020 GISAID Clade GR
Clade 20B
Вирус SARS-CoV-2 пассировали и титровали на 

монослойной культуре Vero E6. Инфекционный титр 
определяли стандартным методом титрования и рас-
считывали по методу Рида и Менча. Лизат культу-
ральной жидкости разливали по аликвотам и сохра-
няли до проведения исследования при –70 ± 10 °С.

Культура клеток
В экспериментальной работе использовали пере-

виваемую линию клеток почки африканской зелёной 
мартышки (Chlorocebus aethiops) Vero Е6 Всерос-
сийской коллекции клеточных культур при ФГБУ  
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. 

Культивирование клеток осуществляли на среде 
DMEM. В 96-луночные культуральные плоскодонные 
планшеты помещали клетки Vero E6 по 12 000 кл/лунку 
в объёме 100 мкл свежеприготовленной среды DMEM. 
Культивировали 24 ч при температуре 37 °С в атмосфе-
ре 5% CO2.

Оценка цитотоксического действия соединений
Эксперимент по оценке цитотоксического действия 

на культуру клеток проводили в диапазоне 12 концен-
траций препарата от 2500,0 до 0,5 мкг/мл с шагом два 
путём раститровки исходной концентрации в лун-
ках 96-луночного планшета. После инкубации клеток 

Рис. 1. Синтетические соединения остатка гистидина с объёмными каркасными заместителями.
Fig. 1. Synthetic compounds of histidine residue with bulky cage substituents.
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с препаратами в течение 96 ч при температуре 37 °С 
в атмосфере 5% СО2 визуально оценивали состояние 
клеточного монослоя, сравнивая его с клеточным кон-
тролем (без соединений) по четырёхкрестовой схеме, 
где четыре креста – 100%-я гибель клеток, два кре-
ста – 50%-я цитотоксическая концентрация (CC50). 
Таким образом, на основании сравнения состояния 
клеточного монослоя без препаратов с клетками, со-
держащими соединения в соответствующей концен-
трации, определяли цитотоксическое действие соеди-
нений на монослой клеток.

Оценка противовирусного действия соединений
Оценку вирусной продукции по цитопатическому 

действию (ЦПД) осуществляли на основе анализа 
жизнеспособности клеток при помощи микроскопи-
рования с целью визуального определения границы 
вирусного повреждения клеток, а также для осущест-
вления контроля токсичности доз субстанций. 

Эксперимент по оценке жизнеспособности клеток 
в тесте на противовирусную эффективность прово-
дили в диапазоне концентраций препарата 2500,0… 
0,5 мкг/мл путём раститровки исходной концентрации 
в лунках 96-луночного планшета. Противовирусную 
активность соединений оценивали визуально под ми-
кроскопом через 96 ч после инфицирования по инги-
бированию ЦПД вируса в культуре клеток Vero E6. 

Результаты
Соединение I проявляло устойчивый эффект 

подавления репликации вируса SARS-CoV-2 
при очень узком диапазоне нетоксичных кон-
центраций 75,0…30,0 мкг/мл и вирусной нагруз-
ке 100 доз. 50%-я цитотоксическая доза составила 
около 70 мкг/мл, концентрация достижения стабиль-
ного противовирусного эффекта – около 31 мкг/мл 
(таблица). Для снижения токсичности и улучшения 
противовирусных свойств соединения I адамантано-
вый карбоцикл был заменён на два циклогексановых 

остатка в виде дициклогексил амина (2HCl*H-His-
DCHA, соединение III). Токсичность соединения I, 
действительно, удалось снизить в несколько раз, 
CC50 составила 312 мкг/мл, однако противовирусная 
активность соединения III значительно ниже, чем 
для соединения I, и составляет около 156 мкг/мл.  
При этом противовирусный эффект соединения 
наблюдался лишь на границе между токсичными 
и нетоксичными концентрациями. При снижении 
концентрации ниже 156 мкг/мл противовирусный 
эффект соединения III исчезал. Причём следует от-
метить, что произошло ухудшение растворимости 
соединения III, по сравнению с полностью водорас-
творимым соединением I. Для растворения соедине-
ния III использовали композицию 10% ацетонитри-
ла, 30% 4%-го раствора PEG 1150 в воде и 60% сре-
ды DMEM. Другим способом увеличения сродства 
вещества к белку-мишени для образования допол-
нительных водородных связей с аминокислотными 
остатками внутренней поры канала белка Е было 
добавление гидроксильной группы в параположение 
в карбоцикл адамантана (соединение IV). 

Противовирусные свойства соединения IV, как 
и соединения III, проявлялись в более высоких кон-
центрациях по сравнению с соединением I. Более 
того, соединение IV намного хуже растворялось 
в водной среде, чем соединение I. Такая модификация 
не привела к улучшению противовирусных свойств 
соединения I. При высокой действующей концентра-
ции соединения нет перспектив получения высокого 
химико-терапевтического индекса (по крайней мере, 
в экспериментах in vitro), что является важным фак-
тором для кандидатного соединения. Из предыдущих 
исследований сравнения соединения гистидина с кла-
стерным анионом бора (соединение II) и соединения I 
в отношении вируса гриппа А показано, что соедине-
ние II несколько превосходило по противовирусным 
свойствам соединение I [23], 50%-я ингибирующая 
доза составляла 3,2 мкг/мл против 7,5 мкг/мл для со-
единения I. Важно, что соединение II имеет высокую 
растворимость в водной среде, как и соединение I, так 
как представляет собой динатриевую соль. Испыта-
ния противовирусных свойств соединения II в отно-
шении SARS-CoV-2 показало их наличие в диапазоне 
концентраций 19,5…4,9 мкг/мл. 

Обсуждение
Соединение I 2HCl*H-His-Rem проявляло проти-

вовирусный эффект против штаммов вируса грип-
па А, резистентных к препаратам Амантадин и Ре-
мантадин. Это соединение являлось ингибитором 
функции ионного канала М2 вируса гриппа А [22]. 
Существовали некоторые предпосылки к тому, что 
удастся достигнуть эффекта подавления функции 
канала, образованного белком Е коронавируса. Бе-
лок Е слабо представлен на поверхности вирио-
на, зато в инфицированных клетках содержится 
в большом количестве. Белок Е в основном рас-
пространён во внутриклеточных мембранах между 
эндоплазматическим ретикулум (ER) и цистерна-

Таблица. Биологические свойства соединений гистидина  
с каркасными заместителями
Table. Biological properties of histidine derivatives with cage  
substituents

№ Соединение
Compound

CC50,  
мкг/мл
CC50, 

mkg/ml

IC50,  
мкг/мл

IC50, 
mkg/ml

SI

1 Соединение I
Compound I

2HCl*H-His-Rem

78,1 31,2 2,5

2 Соединение II
Compound II

Na2[B10H9-O(CH2)4CO-His-OMe]

19,5 9,8 2

3 Соединение III
Compound III

2HCl*H-His-DCHA, 

312,5 156,3 2

4 Соединение IV
Compound IV

2HCl*H-His-HyRim

312,5 156,3 2
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ми комплекса Гольджи. В этих местах он участву-
ет в сборке вируса и внутриклеточном транспорте. 
Соединение I проявляло некоторый эффект пода-
вления репликации вируса SARS-CoV-2 при вирус-
ной нагрузке 100 доз и концентрации 31,2 мкг/мл. 
J.S. Kim и соавт. [28] в своих исследованиях in silico 
с известным блокатором ионных каналов аманта-
дином (1-аминоадамантан) высказали гипотезу, что 
амантадин блокирует ионный канал SARS-CoV-2, 
предотвращая выход вирусного ядра в цитоплазму 
клетки. Для проведения молекулярного компьютер-
ного моделирования стыковки соединения I и кри-
сталлографической структуры белкового канала Е 
был использован онлайн-сервис BIO-HPC Achilles 
Blind Docking Server. Этот инструмент выполняет 
исчерпывающую серию расчётов стыковки по всей 
поверхности белка, чтобы найти места с наилуч-
шей аффинностью к белку мишени. После расчёта 
сходства этот сервис группирует результаты в со-
ответствии с пространственным перекрытием по-
лученных положений. Структурная модель лиганда 
(лекарства) была сгенерирована в программном про-
дукте HyperChem 8.0.8 (Hypercube). Проведя моле-
кулярное моделирование стыковки поверхностей 
белка и лиганда на модели трансмембранной обла-
сти виропорина Е (PBD: 5X29), удалось получить 
положительное решение, а именно обнаружение 
соединения I в сайте сужения канала в окружении 
остатков Phe26 и Ala22 (рис. 2). Соединение I стери-
чески блокирует пору канала, составленную из пяти 
субъединиц белка Е, образуя нековалентное взаимо-
действие с кольцом сопряжения фенильных радика-
лов от остатков Phe26. Соединение-ингибитор также 
обнаруживается между спиралями отдельных цепей. 
На рис. 2 представлены пять положений молекул со-

единения I в межспиральном пространстве, и эти ре-
шения не эквивалентны для каждой цепи. 

Другим объяснением противовирусного действия 
соединения I на угнетение репликации SARS-CoV-2 
в эксперименте in vitro могут являться слабоосновные 
свойства, которые проявляет соединение I. Известно, 
что повышение pH эндосомального содержимого 
препятствует распаковке вирусных частиц. Открытая 
аминогруппа и имидазольная группа действуют как 
слабое основание, а карбоцикл способен мигрировать 
через мембраны как гидрофобный агент. В этом слу-
чае механизм действия соединения I, скорее, сходен 
с действием препарата гидроксихлорохин сульфат, 
который применяли для лечения заболевших в пер-
вые месяцы пандемии COVID-19 [29]. Важно отме-
тить, что в результате молекулярного моделирования 
для соединения III на той же модели виропорина Е 
удалось получить положительное решение, а именно 
обнаружение молекулы в сайте сужения насосного 
механизма (Phe26). Но эксперименты, проведённые 
in vitro для соединения I и III, не подтверждают рав-
ноценного действия этих соединений на репликацию 
вируса. Скорее всего, противовирусный эффект до-
стигается лишь за счёт слабоосновных свойств остат-
ка гистидина и поэтому проявляется лишь в высоких 
концентрациях соединений в лунке планшета.

Цитотоксический эффект соединения II был выше, 
чем для соединения I, с другой стороны, действую-
щая концентрация была ниже. Полное подавление 
ЦПД вируса соединением II наблюдалось при кон-
центрации 9,8 мкг/мл против 31,2 мкг/мл для соеди-
нения I. Механизм действия соединения II не уста-
новлен. Можно предположить, что обнаруженные 
противовирусные свойства соединения II, вероятно, 
связаны со стерическими особенностями молекулы, 

Рис. 2. Комплекс соединения I c трансмембранным доменом пентамера белка Е (виропорином) коронавируса SARS-CoV-2 (PDB: 
5×29). Представлены виды сверху и сбоку, показаны положения лиганда в поре канала и межспиральном пространстве отдельных 

субъединиц, сопряжение фенильных колец от остатков Phe26 каждой цепи, которое закрывает и открывает канал для направленного 
транспорта одновалентных ионов.

Fig. 2. Complex of compound I with the transmembrane domain of the E protein pentamer (viroporin) of the SARS-CoV-2 coronavirus 
(PDB: 5×29). Top and side views are shown. The figure shows the positions of the ligand in the channel pore and in the intercoil space of 

individual subunits. The conjugation of phenyl rings from the Phe26 residues of each chain is shown, which closes and opens the channel for 
directed transport of monovalent ions.
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позволяющими заблокировать функцию виропори-
на. Известно, что виропорин E SARS-CoV обладает 
активностью ионного канала для одновалентных ка-
тионов с 10-кратным предпочтением к ионам натрия, 
по сравнению с ионами калия [30]. Находясь внутри 
поры канала, анион соединения II обладает способ-
ностью захвата в координационную сферу положи-
тельно заряженных ионов, что нарушает функцию 
виропорина, направленную на создание благопри-
ятного гомеостаза, созревания и внутриклеточного 
транспорта белков вируса.

Заключение
Представленные синтетические соединения про-

явили умеренную противовирусную активность 
в отношении варианта коронавируса SARS-CoV-2. 
Полученные соединения могут быть использованы 
в качестве модельных структур для создания ново-
го препарата прямого действия против современных 
штаммов коронавируса. Белок Е коронавируса пред-
ставляется наиболее вероятной мишенью для моле-
кул ингибиторов на основе адамантил-аминокислот. 
Потенциально полученные результаты можно приме-
нить для других виропоринов РНК-содержащих виру-
сов, таких как Vpu из вируса иммунодефицита чело-
века 1-го типа, p7 из вируса гепатита С, E5 из папил-
ломавируса и вируса бычьей диареи (BVDV), NSP-4 
из ротавируса и других вирусных ионных каналов. 
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