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Множество вирусов, включая коронавирус-2 тяжелого острого респираторного синдрома (SARS-
CoV-2), который стал причиной пандемии коронавирусной инфекции (COVID-19), проникает 
в клетку за счет активируемого протеолитическими ферментами процесса слияния клеточной и ви-
русной мембран. Как правило, роль протеолитических ферментов в этом случае выполняют проте-
азы хозяйской клетки. Идентификация активирующих протеаз ‒ задача непростая, но важная для 
разработки новых противовирусных лекарственных средств. В рамках проведенного исследования 
мы разработали биоинформатический метод идентификации протеаз, воздействующих на белки 
оболочки вирусов. Предлагаемый подход включает в себя использование предсказательных моде-
лей субстратной специфичности протеаз человека и применение метода предсказания уязвимости 
участков белка к протеолизу на основе его трехмерной структуры. Модели специфичности были 
построены для 169 протеаз человека на основании информации по их известным субстратам. Метод 
структурного анализа потенциальных сайтов протеолиза был разработан нами ранее и применен 
в представленной здесь работе совместно с моделями специфичности протеаз. Валидация пред-
лагаемого подхода выполнялась применительно к белку шипа SARS-CoV-2, для которого хорошо 
изучены сайты протеолиза.
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шипа, SARS-CoV-2
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Сокращения: ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2) – 
ангиотензинконвертирующий фермент-2; CS (Cleavage 
Score)  – оценка протеолитической эффективности; 
PWM (Position Weight Matrix)  – позиционно-весовая 
матрица; TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease 2) – 
трансмембранная сериновая протеаза-2. 

ВВЕДЕНИЕ
Использование вирусами ресурсов клетки 

для реализации жизненного цикла, в том числе 
для проникновения в клетку, репликации гено-
ма и сборки вирусных частиц, хорошо известный 
факт [1]. В  геноме вирусов обычно отсутству-

ют гены, кодирующие используемые вирусом 
функции клеточного аппарата хозяина. По этой 
причине становится достаточно сложно выявить 
те факторы в клетке-хозяине, которые критиче-
ски важны для успешной реализации жизненного 
цикла вируса. Идентификация партнеров вируса 
в  хозяйской клетке имеет решающее значение 
для создания новых противовирусных препара-
тов и разработки различных стратегий лечения 
вирусных инфекций [2]. Эксперименты, направ-
ленные на выяснение ответа на данный вопрос, 
трудоемкие и ресурсозатратные, в то время как 
биоинформатическое предсказание таких кле-
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точных факторов существенно упрощает прове-
дение экспериментальных исследований.

Борьба с  пандемией COVID-19  привела 
к  массовому пониманию важности вирусоло-
гических исследований и  необходимости все-
стороннего понимания жизненного цикла вы-
звавшего ее  вируса, включая выявление всех 
компонентов, вовлеченных в процесс инфици-
рования клетки-хозяина [3]. Коронавирус-2 тя-
желого острого респираторного синдрома (SARS-
CoV-2) относится к  семейству Coronaviridae, 
а  его геном представлен одноцепочечной (+)
РНК. Уже идентифицирован ряд факторов клет-
ки-хозяина, взаимодействующих с  компонен-
тами SARS-CoV-2 [4], и среди них важная роль 
отводится клеточным протеазам [5]. Ключевая 
роль протеаз заключается в активации процес-
сов конформационного перехода поверхност-
ного гликопротеина вируса ‒ белка шипа (S) ‒ 
в компетентную для слияния форму и слияния 
мембраны вирусной частицы с клеточной [6, 7].

Ранее в  S-белке SARS-CoV-2  идентифи-
цировано два критически важных сайта фу-
зионной активности вируса под действием 
протеаз клетки-хозяина [8]. Первый сайт расще-
пления, известный как S2’, расположен в доме-
не S2 и исходно недоступен для протеаз. Только 
после связывания S-белка с  клеточным рецеп-
тором – ангиотензинконвертирующим фермен-
том-2  (ACE2)  – на  инфицируемой клетке этот 
сайт “открывается” для протеаз [9]. Известно, что 
позиция S2’ подвергается расщеплению транс-
мембранной сериновой протеазой-2 (TMPRSS2), 
тем самым инициируя процесс слияния мембра-
ны вириона с  мембраной клетки [10]. Второй 
протеолитический сайт, известный как S1/S2, 
расположен в области соединения субъединицы 
S1, содержащей рецепторсвязывающий домен 
(RBD), и  субъединицы S2, содержащей домен 
слияния. Согласно современным представлени-
ям, этот сайт расщепляется фурином в комплек-
се Гольджи перед упаковкой вируса [6, 11]. Это 
протеолитическое расщепление вызывает кон-
формационные изменения S-белка, переводя 
его из так называемой “закрытой” конформации 
в “открытую”, что облегчает связывание S-белка 
с ACE2 [12]. Наличие в S-белке SARS-CoV-2 ко-
роткой аминокислотной вставки в  области S1/
S2, отсутствующей у  близкородственных бета-
коронавирусов, вызвало дискуссии о  природе 
ее происхождения [13–16].

В ряде исследований показано, что даже в от-
сутствие TMPRSS2 SARS-CoV-2  может прони-
кать в клетку через альтернативный эндоцитар-
ный путь, называемый также “поздним” [17]. 
Так, Z. Liu и др. [18] обнаружили, что катепсин 
L  активирует слияние мембраны вирусной ча-
стицы с  эндолизосомальной посредством рас-

щепления S-белка вблизи S1/S2, в то время как 
J. Park и др. [19] предполагают, что расщепление 
происходит рядом с  сайтом S2’. Данный путь 
проникновения вируса в клетку все еще остается 
малоизученным по сравнению с классическим, 
“ранним”, ACE2-опосредованным. Альтерна-
тивный эндоцитарный путь инфицирования 
остается предметом активных исследований 
[20], что особенно актуально в  свете сообще-
ний о повышенной зависимости штамма SARS-
CoV-2 Omicron BA.1 именно от этого пути [21].

Целью проведенного нами исследования 
была разработка биоинформатического метода 
идентификации протеаз человека, потенциально 
вовлеченных в процессинг рассматриваемого ви-
русного белка. Для этого мы разработали модели 
специфичности протеаз человека относительно 
аминокислотной последовательности, а  также 
использовали разработанный нами ранее метод 
предсказания подверженности участков белка 
протеолизу на  основе информации о  его трех-
мерной структуре. Валидация предложенного 
подхода проведена на хорошо изученном S-гли-
копротеине SARS-CoV-2, для которого известны 
как вовлеченные в его процессинг протеазы кле-
ток человека, так и сайты расщепления. 

МЕТОДЫ
Модели субстратной специфичности протеаз 

человека. Информация о  субстратах и  проте-
олитических сайтах протеаз человека была из-
влечена из базы данных MEROPS [22]. Модели 
специфичности протеаз по  аминокислотной 
последовательности были созданы в виде пози-
ционно-весовых матриц (PWM), как описано 
в  Wasserman & Sandelin [23]. Далее изложено 
краткое описание алгоритма построения моде-
ли. Для каждого протеолитического фермента 
человека из базы данных MEROPS, имеющего 
не менее 8 протеолитических сайтов, были рас-
считаны частоты встречаемости аминокислот 
относительно сайта разрезания в позициях P3‒
P3’ (обозначение согласно Schechter & Berger 
[24])  – fij, где i  – аминокислота, а  j ‒  относи-
тельная позиция в  аминокислотной последо-
вательности. Фоновые частоты встречаемости 
аминокислот bij были рассчитаны для всего про-
теома человека. Каждой ячейке в PWM, столбцы 
которой представляют собой позиции P3‒P3’, 
а строки – 20 стандартных аминокислот, было 
присвоено значение rij, рассчитанное по форму-
ле: rij = log2 (fij/bij). При допущении, что каждая 
позиция в PWM является независимой, оценка 
протеолитической эффективности (CS) для кон-
кретной пептидной связи белка была рассчитана 
как сумма соответствующих значений из каждо-
го столбца P3‒P3’ для соответствующих амино-
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кислот, наблюдаемых в данных позициях. Для 
обозначения координат расщепляемых пептид-
ных связей использовалась позиция P1.

Модель предсказания подверженности областей 
белка протеолитическому расщеплению. Эта мо-
дель основана на анализе трехмерной структуры 
субстрата и описана нами ранее [25]. Далее пред-
ставлено краткое описание метода. Информация 
о  протеолитических событиях была получена 
из базы данных CutDB [26]. Сайты расщепления 
протеазами были картированы на  трехмерные 
структуры соответствующих белков-субстратов. 
Набор предикторов был составлен из  следую-
щих структурных характеристик: доступность 
для растворителя, температурный фактор, тип 
вторичной структуры, а также дополнительных 
особенностей структуры белка, таких как длина 
петель и принадлежность к концевым участкам. 
Обучающий набор был прокурирован вручную 
с целью исключения данных, полученных из экс-
периментов с потенциально денатурированными 
субстратами. Такие эксперименты мы выявляли 
на основе наличия большого числа сайтов рас-
щепления в гидрофобном ядре субстратов. Ито-
говая модель была обучена с использованием ал-
горитма линейного дискриминантного анализа, 
который продемонстрировал лучшие результаты 
по сравнению с другими алгоритмами машинно-
го обучения из библиотеки scikit-learn [27].

Данные по  аминокислотной последователь-
ности и  трехмерной структуре S-белка SARS-
CoV-2. Аминокислотная последовательность 
S-белка SARS-CoV-2 исходного штамма Wuhan 
была получена из  базы данных UniProt (ID: 
P0DTC2) [28]. Трехмерные структуры бел-
ка-шипа в “открытой” конформации (PDB ID: 
6VYB), “закрытой” конформации (PDB ID: 
6VXX) и в комплексе с рецептором ACE2 (PDB 
ID: 7DF4) были скачаны из базы данных PDB 
[29]. Неструктурированные участки трехмерных 
структур были смоделированы с помощью ин-
струмента SWISS-MODEL с  параметрами, за-
данными по умолчанию [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Модели субстратной специфичности  

протеаз человека

Предсказательные модели специфичности 
протеаз по аминокислотной последовательности 
были построены для 169 протеаз человека (см. 
табл.  S1  Дополнительных материалов). Размер 
данного набора протеолитических ферментов 
человека был определен на основе анализа ин-
формации по идентифицированным субстратам 
протеаз в базе данных MEROPS. Для построения 
предсказательных моделей специфичности фер-

ментов по аминокислотной последовательности 
в виде PWM мы отобрали протеазы с широким 
спектром субстратов (см. раздел “Методы”). Для 
корректной интерпретации результатов по про-
теолитической эффективности, полученных 
построенными моделями, мы сравнили распре-
деления оценок для известных сайтов протеоли-
тического расщепления из базы данных MEROPS 
и  для случайных позиций, которые с  большой 
вероятностью не  относятся к  сайтам протеаз 
человека (рис.  1в). Результаты анализа распре-
делений показали, что Q1‒Q3 значения CS для 
протеолитических сайтов лежат в  интервале 
[1.64, 5.02] со средним и медианным значения-
ми 3.36 и 3.16 соответственно, тогда как для слу-
чайных позиций границы интервала Q1‒Q3 для 
CS  равны [‒5.89, ‒1.03] со  средним и  медиан-
ным значениями ‒3.57 и ‒3.42 соответственно. 

Валидация моделей субстратной специфичности 
протеаз на примере известных сайтов 

расщепления S-белка SARS-CoV-2

Полученные модели специфичности проте-
аз человека апробированы на аминокислотной 
последовательности S-гликопротеина SARS-
CoV-2 исходного штамма Wuhan. Вычисленные 
значения CS для сайтов S2’ и S1/S2 отображены 
соответственно на рис. 1а и 1б (полные версии 
доступны на рис. S1 и S2 Дополнительных ма-
териалов, см. на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/1/supp_Matveev_rus.zip). Для 
позиции S2’ наибольшее значение CS относит-
ся к протеазе TMPRSS2, что полностью согла-
суется с текущим представлением об активации 
процесса слияния мембран коронавируса и ин-
фицируемой клетки. Аналогично для позиции 
S1/S2  максимальному показателю CS  соответ-
ствовал фурин, что также согласуется с текущи-
ми представлениями по инфекционному циклу 
SARS-CoV-2 [31].

Предсказание подверженности 
протеолитическому расщеплению областей белка 

на основе 3D-структуры для известных сайтов 
расщепления S-белка SARS-CoV-2

Для предсказания протеолитической актив-
ности протеаз человека по отношению к вирус-
ным белкам, помимо использования моделей 
специфичности протеаз, имеет смысл допол-
нительно оценивать структурную уязвимость 
участков исследуемого белка к протеолизу. Со-
ответствующий метод был разработан нами ра-
нее [25] и теперь применен к известным сайтам 
расщепления S-белка SARS-CoV-2. Используя 
этот алгоритм, мы  дали оценку подверженно-
сти протеолизу участков трехмерных структур 
S-белка в  “открытой” и  “закрытой” конфор-
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Рис. 1. Оценка протеолитической эффективности протеаз человека относительно сайтов S-гликопротеина SARS-
CoV-2. Протеолитические ферменты человека с  наивысшими значениями CS  в  позиции R815 сайта S2’ (a) 
и в позиции R685 сайта S1/S2 (б). Распределение значений CS для известных протеолитических сайтов и случайно 
выбранных позиций (в).

мациях, а также в комплексе с ACE2 (рис. 2а,б; 
табл.  S1  Дополнительных материалов, см. на 
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2024/1/
supp_Matveev_rus.zip). Предварительно для ка-
ждой субъединицы тримера S-гликопротеина 
нами были смоделированы все неструктуриро-
ванные участки белка, в том числе отсутствующая 
на  структурах позиция R685. После получения 
оценок для каждой позиции каждой субъедини-
цы полученные значения усредняли по всем трем 
субъединицам тримера. Для удобства анализа 
позиции в белке были отсортированы по убыва-
нию усредненных оценок. В результате приме-
нения метода к 3D-структуре S-гликопротеина 
в “закрытой” конформации (PDB ID: 6VXX) для 
позиции S1/S2 была получена оценка 0.77, что 
указывает на ее высокую доступность для про-
теолиза: занимает пятую строчку в таблице зна-
чений для 1121 исследованной позиции. Для по-

зиции сайта S2’ была получена оценка 0.58, что 
соответствует средней доступности сайта. Анало-
гично применение метода к 3D-структуре S-бел-
ка в “открытой” конформации (PDB ID: 6VYB) 
дало оценку 0.72 для сайта S1/S2, что также со-
ответствует хорошей доступности для протеоли-
за ‒ 15 строчка в таблице с 1121 позицией. Для 
позиции сайта S2’ была получена оценка 0.58. 
Наконец, при применении метода к комплексу 
S-белка с рецептором ACE2 (PDB ID: 7DF4) для 
позиции сайта S1/S2 была получена оценка 0.73, 
а  для позиции сайта S2’ –  0.67, что уже соот-
ветствует хорошей доступности для протеолиза. 
Полученные результаты соответствуют текущим 
представлениям о том, что сайт S2’ становится 
доступным для протеазы TMPRSS2 после связы-
вания S-гликопротеина с клеточным рецептором 
ACE2, а сайт S1/S2 доступен при любой конфор-
мации S-белка [5].
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а б

Рис. 2. Оценка протеолитической доступности сайтов S-гликопротеина SARS-CoV-2. а  ‒ Отображение 
на  структуре S-гликопротеина (PDB ID: 6VXX) оценок протеолитической доступности в  области сайта S2’ 
(позиция R815). б ‒ Отображение на структуре S-гликопротеина оценок протеолитической доступности в области 
сайта S1/S2 (позиция R685). Цветовой градиент от синего к красному и далее к желтому соответствует изменениям 
от минимальной оценки протеолитической доступности, равной 0, к максимальной, равной 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Мы  представили биоинформатический ме-

тод идентификации протеаз человека, спо-
собных к  протеолитическому расщеплению 
гликопротеинов оболочки вирусов. Идея пред-
лагаемого подхода заключается в  вычислении 
оценок протеолитической эффективности (CS) 
для пептидных связей белка с использованием 
модели специфичности протеаз человека и при-
менении разработанного нами ранее метода 
оценки структурной уязвимости участков белка 
к  протеолизу. Теперь мы  разработали модели 
специфичности протеолитических ферментов 
к аминокислотной последовательности на осно-
ве известных субстратов для 169 протеаз чело-
века. Предлагаемый подход применен к S-бел-
ку SARS-CoV-2  штамма Wuhan. В  результате 
разработанный метод прошел успешную вали-
дацию. Так, применив модели специфичности 
протеаз к  аминокислотной последовательно-
сти, мы  идентифицировали протеазы фурин 
и TMPRSS2 как характеризующиеся наивысши-
ми значениями CS для сайтов S1/S2 и S2’ соот-
ветственно. Применив метод предсказания уяз-
вимости участков белка к протеолизу на основе 
анализа трехмерной структуры S-белка, мы убе-
дились в доступности известных сайтов проте-
олиза этого вирусного гликопротеина для про-
теаз. Полученные нами результаты согласуются 
с результатами исследований сайтов протеолиза 
S-гликопротеина SARS-CoV-2 [5]. Представлен-
ный метод, разработанный для решения задачи 
поиска протеаз, активных относительно бел-

ков оболочки вирусов, может применяться для 
идентификации субстратов и активных в их от-
ношении протеаз, задействованных в  любых 
клеточных процессах, связанных с протеолити-
ческой регуляцией, – например, таких как пе-
редача сигнала в клетке, коагуляция и апоптоз.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в  рамках научного проекта 
№ 20-04-60066.

В данной работе отсутствуют исследования 
человека или животных.

Авторы заявляют об  отсутствии конфликта 
интересов.

Разработанный метод находится в  сво-
бодном доступе по  адресу: https://github.com/
KazanovLab/ProteaseSpecificityModels
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A Bioinformatics Method for Identification of Human Proteases Active against Viral 
Envelope Glycoproteins: A Case Study on the SARS-CoV-2 Spike Protein 
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Many viruses, including SARS-CoV-2, the coronavirus responsible for the COVID-19 pandemic, enter host 
cells through a process cell-viral membrane fusion that is activated by proteolytic enzymes. Typically, these 
enzymes are host cell proteases. Identifying the proteases that activate the virus is not a  simple task but 
is important for the development of new antiviral drugs. In this study, we developed a bioinformatics method 
for identifying proteases that can cleave viral envelope glycoproteins. The proposed approach involves the 
use of predictive models for the substrate specificity of human proteases and the application of structural 
analysis method for predicting the vulnerability of protein regions to proteolysis based on their 3D structures. 
Specificity models were constructed for 169 human proteases using information on their known substrates. 
A previously developed method for structural analysis of potential proteolysis sites was applied in parallel 
with specificity models. Validation of  the proposed approach was performed on  the SARS-CoV-2 spike 
protein, the proteolysis sites of which had been well studied.

Keywords: human proteases, virus glycoprotein, proteolytic activation, spike protein, SARS-СoV-2




