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Введение

Одним из  важнейших направлений современной химической науки является 

создание  новых органических  соединений,  применимых в  качестве  лекарственных 

средств. Основной способ создания таких соединений заключается в идентификации 

интересующей исследователя биологической мишени или группы мишеней, после че-

го проводится поиск модуляторов этой мишени методами теоретической и экспери-

ментальной медицинской химии.

Фосфорилирование белков — важнейший регуляторный механизм, использую-

щийся в подавляющем большинстве клеточных сигнальных путей. Многие белки спо-

собны выполнять свою функцию лишь в определённом состоянии фосфорилирова-

ния, и нарушение этого механизма регуляции может приводить к различным патоло-

гиям.  Протеинкиназы — семейство ферментов,  осуществляющих реакцию фосфори-

лирования белковых субстратов, то есть перенос фосфатной группы от молекулы аде-

нозинтрифосфата (АТФ) к молекуле белка. При этом образуется сложноэфирная связь 

между фосфатной группой и боковой цепью аминокислотного остатка серина, трео-

нина или тирозина. Тирозиновые киназы представляют собой отдельное подсемейст-

во, а остальные киназы способны фосфорилировать как остатки серина, так и остатки 

треонина. 

Дизайн ингибиторов протеинкиназ — бурно развивающаяся область современ-

ной медицинской химии.  Толчком к развитию этого направления послужило  внед-

рение в медицинскую практику иматиниба — ингибитора тирозиновой киназы BCR-

ABL, ключевого фактора формирования хронического миелогенного лейкоза, которое 

произошло в США в 2001 году. Ингибирование протеинкиназ является наиболее эф-

фективным способом их низкомолекулярной регуляции, поскольку активация киназы 

обычно осуществляется путём фосфорилирования или дефосфорилирования. Наибо-

лее  распространены ингибиторы киназ,  конкурентные по отношению к АТФ, пос-

кольку их дизайн наиболее прост и эффективен. Конструирование новых ингибиторов 

киназ  стало одним из основных  направлений развития медицинской химии первого 

десятилетия XXI века, поскольку в геноме человека имеется более 500 генов различ-

ных протеинкиназ, обладающих относительно высокой степенью консервативности. 

Как следствие, аналогичная методология может быть использована для создания ле-
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карств, действующих на практически любой интересующий исследователя сигналь-

ный путь. 

Биологические  мишени  семейства  протеинкиназ  отличаются  значительным 

функциональным разнообразием. Некоторые ферменты этого семейства отличаются 

высокой субстратной специфичностью, в то время как остальные представители мо-

гут участвовать в различных сигнальных путях и, как следствие, быть интересными 

мишенями при  терапии  различных  заболеваний.  Интерес  для  медицинской  химии 

представляют оба варианта, поскольку в первом случае возможно создание чрезвы-

чайно селективных лекарств, практически не обладающих побочным действием, а во 

втором случае нарушение одной из функций фермента может быть мало связано с 

другими его функциями. Как следствие, становится возможным создание универсаль-

ных лекарственных веществ, действующих на мишени, отвечающие различным забо-

леваниям, либо средств, действующих лишь в определённой области организма, свя-

занной с конкретной патологией. Различные способы направленной доставки универ-

сальных лекарств также могут быть использованы для борьбы с конкретными патоло-

гиями, опосредованными многофункциональными мишенями.

К  числу  важных многофункциональных биологических мишеней  семейства 

протеинкиназ относится киназа гликогенсинтазы 3 (GSK-3). Она участвует во множе-

стве сигнальных путей, опосредующих целый ряд расстройств: болезнь Альцгеймера, 

болезнь Хантингтона, болезнь Паркинсона, диабет II типа, рак простаты, недиффе-

ренцированный лейкоз, биполярные расстройства, униполярную депрессию, воспали-

тельные процессы, гипертрофию сердца и др. Аналогичные киназы паразитов могут 

быть мишенями при борьбе с малярией, трипаносомозом и другими  протозойными 

инфекциями.

В настоящее время единственным ингибитором GSK-3, разрешённым к приме-

нению в медицинской практике, является ион лития, однако его терапевтический ин-

декс невысок; несколько других ингибиторов в настоящее время проходят клиничес-

кие испытания.  Несомненно актуальной проблемой остаётся молекулярный дизайн 

новых низкомолекулярных ингибиторов как человеческой GSK-3, так и аналогичных 

киназ  паразитических организмов. Наличие таких малых молекул позволит создать 

высокоэффективные инновационные лекарственные средства.
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Целью  настоящей работы являлись  дизайн и  компьютерный поиск молекул, 

способных ингибировать GSK-3.  В диссертационной работе рассмотрено как конку-

рентное, так и неконкурентное ингибирование и предложены молекулы, способные 

действовать по каждому из этих механизмов. Для конкурентных ингибиторов создана 

система виртуального скрининга,  основанная на структурах фермента и известных 

ингибиторов и позволяющая получать статистически достоверные результаты. На ос-

нове обширных серий ингибиторов построены модели количественных соотношений 

«пространственная структура — активность» (3D-QSAR),  позволяющие предсказы-

вать величину ингибиторной активности для их новых аналогов. Вероятный меха-

низм неконкурентного ингибирования был установлен путём моделирования молеку-

лярной динамики комплекса фермента и неконкурентного ингибитора. Кроме того, 

был проведён биоинформационный  анализ  аминокислотных  последовательностей 

GSK-3 различных паразитических организмов, построены модели пространственной 

структуры этих белковых молекул и осуществлён дизайн ингибиторов для тех из них, 

которые имеют наиболее специфичные аминокислотные замены.
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Глава 1. Обзор литературы

1.1. Роль киназы гликогенсинтазы 3 в организме человека

Киназа гликогенсинтазы 3 человека (glycogen synthase kinase 3, GSK-3) — это 

серин-треониновая протеинкиназа, которая была открыта при исследовании метабо-

лизма гликогена [1]. Впоследствии выяснилось, что роль данного фермента не огра-

ничивается фосфорилированием гликогенсинтазы: GSK-3 участвует в гиперфосфори-

лировании тау-белка [2] и формировании амилоидных бляшек при болезни Альцгей-

мера [3],  а  также в фосфорилировании  β-катенина [4],  различных факторов транс-

крипции генов и множества других белковых субстратов [5]. Данная киназа обладает 

несколькими необычными свойствами: во-первых, она характеризуется конститутив-

ной активностью и дезактивируется в ответ на определённые клеточные сигналы; во-

вторых, в большинстве случаев фосфорилирование с помощью GSK-3 приводит к ин-

гибированию активности субстрата; наконец, эта киназа предпочтительно фосфори-

лирует предварительно фосфорилированные субстраты (см. ниже),  вследствие чего 

может осуществлять многократное фосфорилирование по «эстафетному» механизму 

[5].

Существуют две изоформы киназы гликогенсинтазы 3 — GSK-3α (51 кДа) и 

GSK-3β (47 кДа), — которые кодируются различными генами [6]. Идентичность ами-

нокислотной последовательности изоформ составляет 98% для «киназного домена» 

(каталитической области); α-изоформа отличается от β-изоформы наличием обшир-

ной вставки в N-концевой области,  богатой остатками глицина [6]. Имеется также 

альтернативно сплайсированный вариант β-изоформы — изоформа β2, содержащая 

вставку из 13 аминокислот в петле рядом с каталитическим доменом, функция кото-

рой неизвестна; экспрессия данного варианта коррелирует с дифференциацией нейро-

нов [7, 8]. Обе изоформы в больших количествах экспрессируются в мозге, однако 

уровень экспрессии α-изоформы в периферических органах выше, чем в мозге, в то 

время как для β-изоформы уровень экспрессии в мозге максимален по сравнению с 

другими тканями [7]. С возрастом у человека увеличивается экспрессия β-изоформы 

[7]. Большинство известных конкурентных ингибиторов GSK-3 неселективно по от-

ношению к изоформам киназы [9].
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Наиболее изучена роль GSK-3 в двух важнейших сигнальных путях: инсулино-

вом пути (рис. 1.1) и пути Wnt (рис. 1.2). Рассмотрим их подробнее.

Рис. 1. Схема инсулинового сигнального пути [10].

Нарушения функционирования инсулинового сигнального пути тесно связаны 

с формированием различных типов диабета. Активация инсулиновых рецепторов ин-

сулином приводит к активации киназы Akt/PKB, которая, в свою очередь, фосфорил-

ирует GSK-3 по остатку серина [11]. Этот процесс приводит к аутоингибированию 

киназы, активации гликогенсинтазы и синтезу гликогена, а также к активации эукари-

отического фактора инициации 2B (eIF2B) и синтезу белков. Как следствие, ингиби-

рование GSK-3 приводит к активации синтеза гликогена и повышению чувствитель-

ности к инсулину [12], что делает ингибиторы данной киназы потенциальными ле-

карствами от диабета II типа, связанного с нарушением чувствительности к инсулину 

при нормальном уровне его выработки в организме больного [13]. В частности, экспе-

рименты in vivo показали, что пероральное применение ингибиторов GSK-3 приводит 

к снижению уровня глюкозы в крови [14] и предотвращению прогресса заболевания 

[13].
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Рис. 1.2. Схема сигнального пути Wnt [15].

В сигнальном пути Wnt киназа гликогенсинтазы 3 принимает участие в форме 

комплекса с белком APC (adenomatous polyposis coli), структурным белком аксином и 

β-катенином. Фосфорилирование β-катенина с помощью GSK-3 приводит к его разло-

жению; таким образом киназа регулирует уровень, клеточную локализацию и функ-

цию β-катенина. Активация сигнального пути Wnt, опосредованная рецепторами LRP 

5/6 и Frizzled, приводит к селективному ингибированию GSK-3 в комплексе,  накоп-

лению β-катенина и перемещению его в ядро, где он активирует экспрессию генов, в 

том числе онкогенов Cyclin D1, Myc и c-jun [16]. Таким образом, в стандартном вари-

анте пути Wnt ингибирование GSK-3 должно приводить к стабилизации белков-онко-

генов. Тем не менее, в экспериментах по применению ингибиторов GSK-3 in vivo не 

наблюдалось формирования злокачественных опухолей [9]; более того, на клеточных 

линиях рака прямой кишки, простаты и поджелудочной железы было показано, что 

ингибирование GSK-3 может значительно тормозить рост  и размножение раковых 

клеток [17, 18]. Вероятно, этот процесс связан с другими сигнальными путями, в ко-

торых принимает участие GSK-3. 

Важную роль GSK-3 играет в сигнальных каскадах синаптической пластичнос-

ти, связанных с обучением и памятью. Активация GSK-3 в этом каскаде производится 

протеинфосфатазой 1 (PP1) путём дефосфорилирования регуляторного остатка серина 

в N-концевой области, а также путём ингибирования киназы Akt [19]. Индукция дол-

говременной  потенциации  (LTP)  вызывает  ингибирование  GSK-3  [19];  активация 
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GSK-3 приводит к ингибированию экспрессии белка SynI и, как следствие, ингибиро-

ванию LTP и нарушению синаптической пластичности (рис. 1.3) [20]. При ингибиро-

вании GSK-3 не происходит индукции долговременной депрессии (LTD), опосредо-

ванной NMDA-рецепторами [19]. Активация GSK-3 в постсинаптическом простран-

стве приводит к более высокому уровню экспрессии субъединиц NMDA-рецепторов 

NR2A/B и белка PSD93 [21]. Детали механизма участия GSK-3 в регуляции синапти-

ческой пластичности в настоящее время изучены недостаточно полно.

Рис. 1.3. Предполагаемая схема связи GSK-3 и синаптической пластичности [20].

Нарушения функционирования GSK-3 в гиппокампе и других областях мозга 

тесно связаны с возникновением болезни Альцгеймера [22, 23]. Данная киназа непос-

редственно участвует в процессах гиперфосфорилирования тау-белка и синтеза ами-

лоида β (Aβ), связана с нарушениями памяти (см. выше) и воспалительными реакция-

ми при болезни Альцгеймера [22]. Гиперфосфорилирование тау-белка осуществляет-

ся обеими изоформами киназы и приводит к образованию нейрофибриллярных клуб-

ков — важных патогенетических факторов [22]; применение ингибиторов киназы in 

vivo и in vitro снижает степень фосфорилирования тау-белка. В формировании амило-

идных бляшек участвует только α-изоформа GSK-3 [3], в то время как β-изоформа 

преимущественно взаимодействует с пресенилином 1 (PS-1) [24]. Интересно, что ак-

тивация инсулинового сигнального пути, приводящая к ингибированию GSK-3, ока-

зывает  благотворное  влияние  на  когнитивные  способности  пациентов  с  болезнью 

Альцгеймера. Одним из вариантов такой активации может быть назальный ввод инсу-

лина [22].
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Киназа гликогенсинтазы 3 также регулирует воспалительные процессы и кле-

точную миграцию [16]. Активность GSK-3 необходима для синтеза таких провоспа-

лительных цитокинов, как интерлейкин 6, интерлейкин 1β, фактор некроза опухоли 

(ФНО),  а  также для ингибирования синтеза противовоспалительного интерлейкина 

10. Синтез воспалительных цитокинов индуцируется толл-подобными рецепторами. 

Ингибирование  GSK-3  приводит  к  ингибированию экспрессии  провоспалительных 

интерлейкинов, индуцированной фактором транскрипции NF-κB. При испытаниях in 

vivo было обнаружено, что ингибирование GSK-3 приводит к ослаблению воспали-

тельных реакций при таких заболеваниях, как колит, артрит и перитонит [16].

Ингибиторы GSK-3 могут обладать кардиопротекторным действием [25,  26]. 

Мишенью этого действия могут быть как хорошо известные сигнальные пути — Wnt 

и инсулиновый,  —  так и mPTP (mitochondrial permeability transition pore), канал на 

внутренней  мембране  митохондрий,  открытие  которого  подавляется  при  ингиби-

ровании GSK-3β [27].

Имеются косвенные сведения, позволяющие предположить наличие потенци-

альной эффективности ингибиторов GSK-3 в качестве средств подавления биполяр-

ных  расстройств  [28].  В  частности,  применение  многих  антидепрессантов  либо 

средств против мании приводит к изменению активности данной киназы. Особенно 

эффективной может оказаться терапия маниакальных состояний с помощью ингиби-

торов GSK-3, поскольку ингибирование киназы приводит к уменьшению локомотор-

ной активности, индуцированной дофамином [29]. Важно заметить, что поскольку на-

рушения функционирования GSK-3 не являются причиной биполярных расстройств, 

то её ингибиторы могут быть использованы лишь в качестве симптоматической тера-

пии [28].

1.2. Гомологи киназы гликогенсинтазы 3

Гомологи киназы гликогенсинтазы 3 имеются у всех эукариотических организ-

мов [30]. Число изоформ GSK-3 варьирует от одной (у паразитов группы простейших) 

до пяти у Saccharomyces cerevisiae [31] и до пятнадцати у Drosophila melanogaster [32]. 

Особый интерес представляют гомологи этой киназы у паразитических организмов, 

поскольку она является важнейшим участником сигнального пути Wnt, отвечающего 

за развитие организма.  Идентичность аминокислотных последовательностей GSK-3 
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человека и паразитов составляет не менее 40%, что позволяет, с одной стороны, стро-

ить весьма надёжные модели трёхмерной структуры киназ паразитов на основе струк-

туры киназы человека, а с другой стороны, надеяться на создание селективных инги-

биторов этих ферментов, которые могут служить лекарствами от заболеваний, вызы-

ваемых данными паразитами. 

К настоящему времени относительно подробно изучены GSK-3 Plasmodium fal-

ciparum, вызывающего малярию  [33],  Trypanosoma brucei, вызывающей сонную бо-

лезнь  [34],  Leishmania  donovani [35],  вызывающей  лейшманиаз,  Toxoplasma gondii  

[36], вызывающей токсоплазмоз, а также клещей Rhipicephalus (Boophilus) microplus, 

переносящих заболевания сельскохозяйственных животных [37, 38].  Было показано, 

что индирубины (см. раздел 1.4.1) являются эффективными ингибиторами GSK-3 как 

человека, так и всех вышеперечисленных организмов, в то время как пауллоны (см. 

там же) более эффективно ингибируют GSK-3 человека. 

Пространственная структура GSK-3 подавляющего большинства паразитов не-

известна. Ранее проводилось моделирование и подробный анализ структуры GSK-3 

P. falciparum [39, 40]; в [33-35] цель моделирования состояла лишь в том, чтобы пред-

ложить  возможный  способ  связывания  ингибитора.  Модель  структуры 

GSK-3/SHAGGY-подобной киназы Arabidopsis thaliana была изучена методом моле-

кулярной динамики [41], однако данное исследование имеет ограниченное значение 

для разработки новых антипаразитарных средств. Структура GSK-3 L. major (код дос-

тупа в банке данных PDB [42] 3E3P [43]) была опубликована 30 декабря 2010 года, 

когда данная диссертационная работа была завершена и подготовлена к печати; в дан-

ной структуре разупорядочена глициновая петля, что не позволяет проводить какой-

либо анализ селективности или возможных способов связывания без моделирования 

недостающего фрагмента.

1.3. Структура и регуляция киназы гликогенсинтазы 3

По состоянию на октябрь 2009 года в базе данных PDB имелись 23 структуры 

киназы гликогенсинтазы 3 в комплексе с различными молекулами, определённых ме-

тодом рентгеноструктурного анализа. Краткая информация об этих структурах приве-

дена в таблице 1.1.
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Таблица 1.1. Структуры GSK-3 в базе PDB.

Код доступа Лиганд Разрешение pTyr216 Ссылка

1GNG FRATtide 2.6 Å + [44]

1O9U Axin 2.4 Å + [45]

1H8F HEPES 2.8 Å — [46]

1I09 — 2.7 Å — [47]

1J1B

AMP-PNP (1)

1.8 Å — [48]

1J1C

ADP (2)

2.1 Å — [48]

1PYX AMP-PNP (1) 2.4 Å — [49]

1Q3D

ставроспорин (3)

2.2 Å — [49]

1Q3W

альстерпауллон (4)

2.3 Å — [49]

1Q41

 5

2.1 Å — [49]
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Код доступа Лиганд Разрешение pTyr216 Ссылка

1Q4L

I-5 (6)

2.77 Å — [49]

1Q5K

AR-A014418 (7)

1.94 Å — [50]

1R0E

 8

2.25 Å — [51]

1UV5

 6-BIO (9)

2.8 Å — [52]

2JLD

NHO

OH

CH3 O

Ru

NN

N
H

O O

.

F

OH

C

O

(RRu)-NP549 (10)

2.35 Å — [53]

2O5K

 11

3.2 Å — [54]
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Код доступа Лиганд Разрешение pTyr216 Ссылка

2OW3

12

2.8 Å + [55]

3DU8

NMS-869553A (13)

2.2 Å — [56]

3F7Z

 14

2.4 Å + [57]

3F88

 15

2.60 Å + [58]

3GB2

 16

2.40 Å + [58]

3I4B

 17

2.3 Å — [59]

3L1S

 18

2.90 Å — [60]
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Молекула GSK-3 подразделяется на три домена: N-концевой домен (остатки 1–

35), содержащий сайт ингибиторного фосфорилирования, каталитический домен (ос-

татки 36–390) и C-концевой домен (остатки 391–420), функции которого неясны. При 

рентгеноструктурном исследовании киназы N- и C-концевые домены обычно не упо-

рядочены. Белковая цепь каталитического домена уложена традиционным для киназ 

образом (рис. 1.4): в ней можно выделить малую (сложена преимущественно из β-лис-

тов) и большую (сложена преимущественно из α-спиралей) доли, между которыми 

находится место связывания АТФ. Пуриновая группа АТФ взаимодействует с так на-

зываемым «шарниром» — участком полипептидной цепи, соединяющим большую и 

малую доли киназы [48]. Поскольку это взаимодействие опосредовано донорами и ак-

цепторами водородной связи, расположенными в основной цепи белка, оно остаётся 

практически неизменным для всех ферментов, относящихся к семейству киназ. Селе-

ктивность конкурентных с АТФ ингибиторов киназ определяется взаимодействиями с 

боковыми цепями аминокислотных остатков,  лежащих рядом с местом связывания 

АТФ.

А)  Б)

Рис. 1.4. Строение каталитического домена (остатки 36–388) GSK-3β (струк-
тура 1J1C).  А) общий вид комплекса GSK-3–AДФ–Mg2+  (GSK-3 окрашена согласно 
вторичной структуре; АДФ — шаростержневая модель, окрашенная по типам атомов; 
ион магния изображён в виде шарика).Б) обозначены глициновая петля (жёлтый), С-
петля  (красный),  шарнир  (салатовый),  активационная  петля  (пурпурный),  остатки 
Arg96, Arg180, Lys 205 в виде стержневых моделей.

Важной особенностью киназы гликогенсинтазы 3 является предпочтительное 

фосфорилирование  субстратов,  содержащих  аминокислотную  последовательность 
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(S/T)XXX[(S/T)P], где (S/T) — остаток серина или треонина, X — любой аминокис-

лотный остаток, а [(S/T)P] — предварительно фосфорилированный (чаще всего казе-

инкиназой II) остаток серина или треонина [61]. Фосфорилирование тау-белка осуще-

ствляется также при отсутствии предварительного фосфорилирования, хотя и с мень-

шей эффективностью [62]. Ключевую роль в распознавании предварительно фосфор-

илированных субстратов играет  аминокислотный остаток Arg961 и  расположенные 

рядом с ним остатки Arg180 и Lys205 (рис. 1.4) [63, 44]. Этот сайт также играет важ-

ную роль в ингибировании активности киназы, поскольку именно с ним взаимодейст-

вует регуляторный остаток Ser9 (Ser21 в GSK-3α), фосфорилирование которого про-

теинкиназой B (PKB) приводит к аутоингибированию GSK-3 (рис. 1.5) [63, 11]. Кроме 

Ser9, заметную структурную роль в аутоингибировании играют остатки Arg4 и Arg6, 

которые взаимодействуют с остатками Gln89, Asn95 и Asp181, дополнительно стаби-

лизируя неактивную форму киназы [64]. Вещества, взаимодействующие с данной об-

ластью киназы, могут быть весьма селективными неконкурентными ингибиторами; 

предполагается,  что  ингибиторы  ряда  TDZD  связываются  в  пространстве  между 

глициновой петлёй, C-петлёй и активационной петлёй [65].

А)  Б)

Рис.  1.5. А) Слева: принципиальная схема аутоингибирования GSK-3 [46].  Б) 
результаты докинга псевдосубстрата (3-GRPRTT[pS]A-11), соответствующего после-
довательности N-концевого домена [64].

Другой важнейший способ регулирования ферментативной активности GSK-3 

состоит в изменении состояния фосфорилирования аминокислотного остатка Tyr216, 

расположенного в активационной петле. В активированном состоянии остаток Tyr216 

фосфорилирован (например, киназой ZAK1 [46]), повёрнут в сторону от сайта распоз-

навания субстрата (рис.  1.6А, рис.  1.5Б) [44] и зафиксирован солевыми мостиками с 

1 Здесь и в дальнейшем используется нумерация аминокислот β-изоформы, если не указано иное.
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остатками Arg220 и Arg223 [45]. В случае, если этот аминокислотный остаток не фос-

форилирован, он повёрнут в противоположную сторону и затрудняет доступ к сайту 

распознавания [46]. Следует отметить, что при фосфорилировании Tyr216 достигает-

ся лишь двукратное увеличение киназной активности фермента [46]; для фосфорили-

рования некоторых субстратов активация киназы не является необходимым условием. 

Считается, что фосфорилирование Tyr216 происходит по механизму аутофосфорили-

рования [66].

А)  Б) 

Рис. 1.6. Конформация остатка pTyr216 (структура 1GNG (А); зелёным цве-
том обозначен пептид FRATtide) и Tyr216 (структура 3DU8 (Б)). 

В  2008  году  было  обнаружено,  что  при  фосфорилировании  остатка  Thr390 

MAP-киназой p38 (p38 MAPK) каталитическая активность GSK-3β исчезает [67]. Пеп-

тид, содержащий фосфорилированный остаток pThr390, ингибирует GSK-3 примерно 

с той же эффективностью, что и пептид, содержащий pSer9 [67]. Подробное исследо-

вание молекулярного механизма такого ингибирования не проводилось.

В  большой доле  киназы расположен  сайт  взаимодействия  с  аксином [45] и 

FRAT [44]. Комплекс киназы с аксином, АРС и β-катенином участвует в сигнальном 

пути Wnt, а белок FRAT может выступать в роли ингибитора образования этого комп-

лекса. Эти белки связываются с киназой в относительной близости от активационной 

петли (рис.  1.6Б, рис.  1.7). Взаимодействие с аксином не влияет на каталитическую 

активность фермента, поэтому вещества, селективно ингибирующие взаимодействие 

киназы с аксином, могут быть использованы в качестве модуляторов сигнального пу-

ти Wnt, не влияющих на другие сигнальные пути [45].

19



А) Б)

Рис.  1.7. А) комплекс  GSK-3–FRATtide  (1GNG).  Б)  комплекс  GSK-3–аксин. 
Поверхность киназы окрашена с учётом гидрофобности.

1.4. Ингибиторы киназы гликогенсинтазы 3

Ингибиторы GSK-3 могут быть использованы для лечения различных заболева-

ний, среди которых диабет II типа [16, 68], болезнь Альцгеймера [2] и другие нейро-

дегенеративные расстройства [68], расстройства настроения (биполярные расстройст-

ва и униполярная депрессия) [16], различные заболевания почек [69], воспалительные 

процессы [16], рак простаты [70], недифференцированный лейкоз [71], расстройства 

сна и суточных ритмов [68] и т. д.

Первым известным ингибитором GSK-3 был ион лития [13]. Его применение 

для лечения биполярных расстройств началось ещё в XIX веке, однако механизм дей-

ствия оставался невыясненным до 1996 года, когда Стамболик с сотр. обнаружили, 

что литий специфично ингибирует GSK-3 [72]. Ингибирование осуществляется путём 

конкуренции с ионом магния, необходимым для осуществления каталитической реак-

ции [73]. Относительно высокая ингибирующая концентрация (порядка 1 мМ) и нали-

чие побочных эффектов делают литий неприменимым для борьбы с такими заболева-

ниями, как диабет и болезнь Альцгеймера, поэтому были начаты исследования по по-

иску новых, более эффективных ингибиторов GSK-3. 

Многие ингибиторы GSK-3 изначально были открыты как ингибиторы циклин-

зависимых киназ (CDK1–9), поскольку их широкомасштабное исследование началось 

несколько раньше — приблизительно во второй половине 90-х годов XX века. С 2001 
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года ведётся исследование ингибиторов CDK в качестве потенциальных ингибиторов 

GSK-3 [74];  ингибиторная активность многих соединений по отношению к CDK и 

GSK-3 имеет сравнимую величину. Целью данного обзора является не рассмотрение 

всех известных к настоящему времени классов соединений, ингибирующих GSK-3, а 

перечисление  наиболее  характерных  из  них,  относящихся  к  наиболее  обширным 

классам или обладающих специфичными свойствами.

К настоящему времени известны предварительные результаты доклинических 

испытаний некоторых ингибиторов, которые приведены в табл. 1.2.

Таблица  1.2.  Результаты доклинических испытаний ингибиторов GSK-3 [18, 
75]. Перечислены только соединения, для которых известно название.

Название Разработчик Меха
-низм

Активность in 
vitro

Активность in 
vivo/

Показания

Дополнительная 
информация

Ссылка

CT20026 
(17)

Chiron к IC50 = 4 нM (β) Диабет [13]

CT118637 Chiron к KI < 10 нM (β) Диабет [76]

CHIR025 Chiron к IC50 = 27 нM (β) Диабет [77]

CHIR911 
(CT99021) 
(18)

Chiron к IC50 = 5 нM (β) Диабет, 
репопуляция 
стволовых 
клеток

[78, 79]

L803-mts 
(19)

Тель-Авивский 
университет

н/к IC50 = 40 мкM (β) Диабет [80]

TDZD-8 
(20)

Noscira н/к IC50 = 2 мкM (β) Воспаление [18]

NP-12 Noscira н/к Болезнь 
Альцгеймера

II фаза [81]

NP031115 Noscira н/к IC50 = 4 мкM (β) Антидепрессант [82]

SB216763 
(21)

GSK к IC50 = 34 нM (α) Кардиопротектор [83]

SB416763 
(22)

GSK к IC50 = 77 нM (α) Воспаление 
прямой 
кишки

[84]

DG-770 
(23)

DeveloGen к IC50 = 8 нM Диабет [85]

603281-31-8 
(24)

Eli Lilly к IC50 = 1.3 нM (β) Остеопороз, 
диабет

[86]

AR-A014418 
(7)

AstraZeneca к IC50 = 100 нM (β) Болезнь 
Альцгеймера

[87]
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Название Разработчик Меха
-низм

Активность in 
vitro

Активность in 
vivo/

Показания

Дополнительная 
информация

Ссылка

AZD-1080 AstraZeneca Болезнь 
Альцгеймера

Разработка 
прекращена

[75]

UDA-680 Sanofi-
Aventis

Диабет, 
болезнь 
Альцгеймера

Разработка 
прекращена

[75]

XD-4241 Xcellsyz Болезнь 
Альц-
геймера, рак

Разработка 
прекращена

[75]

NNC-57-0558 
(25)

NovoNordisk Диабет Разработка 
прекращена

[75]

3544 Roche Остеопороз [75]

Compound  A 
(26)

Takeda IC50 = 2.3 нM (α)
IC50 = 2.0 нM (β)

Болезнь 
Альцгеймера

[88]

17 18
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24 25 26

Большинство известных на сегодняшний день ингибиторов GSK-3 относятся к 

группе конкурентных ингибиторов и взаимодействуют с консервативной областью 

связывания АТФ [75], вследствие чего зачастую не отличаются высокой селективнос-

тью как по отношению к близкородственным киназам, так и к менее родственным. 

Этих недостатков лишены неконкурентные ингибиторы, взаимодействующие с други-

ми, более специфичными областями поверхности белка [89, 18]. 

1.4.1. Конкурентные ингибиторы киназы гликогенсинтазы 3

Одним из первых известных конкурентных ингибиторов GSK-3 является став-

роспорин (3) —  сложный полициклический алкалоид, инигибирующий около сотни 

различных киназ. Изначально было обнаружено [90], что он и его аналоги — бисин-

долилмалеимиды (27) — являются ингибиторами протеинкиназы С (PKC), а впослед-

ствии аналогичные свойства были обнаружены и по отношению к GSK-3 [91]. Бисар-

илмалеимиды и родственные им анилиномалеимиды представляют собой весьма ши-

роко исследованную группу соединений; ингибиторная активность на нано- или мик-

ромолярном уровне по отношению к GSK-3 имеется не менее чем у трёхсот из них 

[55, 86, 92-104]. В качестве примеров можно привести упомянутые выше соединения 

6, 8, 12, 21, 22, 24. В основе синтеза данных соединений лежит идея о том, чтобы сим-

метризовать  имидную группировку  ставроспорина  путём  формального  добавления 

кетогруппы и избежать необходимости синтеза сложного алифатического фрагмента. 

Стоит отметить, что наиболее очевидные плоские аналоги ставроспорина — индоло-

карбазолы (28) [105] и нафтокарбазолы (29) [106] — проявляют противораковую ак-

тивность в первую очередь за счёт интеркаляции в ДНК и взаимодействия с циклин-

зависимыми киназами.
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27 28 29
Способы  связывания  ставроспорина  и  его  аналогов  (бисарилмалеимидов)  с 

GSK-3 относительно похожи,  несмотря на заметные конформационные различия в 

ароматических фрагментах: в то время как ароматический фрагмент ставроспорина 

плоский,  ациклические и макроциклические бисарилмалеимиды заметно неплоские 

(рис. 1.8). Тем не менее, результаты рентгеноструктурного анализа свидетельствуют о 

наличии водородных связей между Asp133 и имидным атомом азота, а также между 

Val135 и амидным кислородом как для ставроспорина, так и для макроциклического 

бисарилмалеимида, а также для ациклических малеимидов (на рис. не показаны).

А)  Б) 

Рис.  1.8. А) Взаимодействие  ставроспорина  с  областью шарнира  (структура 
1Q3D). Б) Взаимодействие 12 с областью шарнира (структура 2OW3).

Другим примером ингибиторов GSK-3 — аналогов ставроспорина являются по-

лусэндвичевые комплексы платины и рутения (например,  10) [107-114], разработан-

ные в университете Пенсильвании. В данных структурах алициклический фрагмент 

ставроспорина заменён на атом рутения, связанный с атомами азота ароматического 

фрагмента молекулы координационными связями. Координационная сфера атома ру-

тения насыщена молекулой CO и призводным циклопентадиенила. Способ связыва-

ния данных соединений полностью аналогичен описанному выше способу связыва-

ния других аналогов ставроспорина [109]. Особо следует отметить чрезвычайно высо-

кую аффинность 10 и подобных соединений к GSK-3: IC50 для 10 составляет менее 40 

пМ [109].

Ещё одно соединение, содержащее малеимидную группировку и ингибирую-

щее  GSK-3,  3F8  (5-этил-7,8-диэтокси-1Н-пирроло[3,4-c]изохинолин-1,3-(2Н)-дион), 

24



было идентифицировано при скрининге библиотеки из 4000 соединений DIVERSet™, 

отобранной на основе трёхмерных фармакофоров [115]. Данное соединение активиру-

ет сигнальный путь Wnt в рыбках Danio rerio, ингибируя киназу гликогенсинтазы 3. 

Степень ингибирования составляет 91% в концентрации 5 мкМ.

Другой класс ингибиторов GSK-3 был обнаружен при 

исследовании  средства  традиционной  китайской  медицины 

«Даньгуй Лунхой Вань», которое представляет собой смесь 

11 травяных экстрактов и применяется в качестве лекарства 

от хронического миелогенного лейкоза. При анализе компо-

нентов смеси было доказано, что действующим веществом в данном случае является 

индирубин (30), содержащийся в качестве примеси в природном индиго растительно-

го происхождения «Цин Дай» [116]. Впоследствии выяснилось, что индирубин и его 

аналоги являются также ингибиторами GSK-3β [74]. Было обнаружено, что наиболь-

шей ингибиторной активностью обладают индирубин-3'-моноксим (5) и 6-броминди-

рубин-3'-моноксим (6-BIO,  9). Всего синтезировано порядка ста ингибиторов GSK-3 

индирубинового ряда с IC50 порядка 1÷1000 нМ; прочие индигоиды (производные ин-

диго, изоиндиго и изатина) обладают активностью на субмиллимолярном уровне или 

неактивны [74, 52, 117-122]. Индирубины могут быть использованы в качестве инги-

биторов GSK-3  L. donovani — потенциальных средств для борьбы с лейшманиозом 

[35].

Способ связывания соединений индирубинового ряда с киназой изображён на 

рис.  1.9. Важно отметить наличие трёх водородных связей с остатками шарнирного 

фрагмента, а также гидрофобные взаимодествия с остатком-«гейткипером» (gatekee-

per) Leu132.

Рис. 1.9. Способ связывания индирубин-3'-моноксима с GSK-3β (структура 1Q41).
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Различные морские  организмы синтезируют значительное  количество  струк-

турно разнообразных органических соединений. В последнее время довольно попу-

лярным методом поиска новых биологически активных соединений является скри-

нинг смесей веществ, выделяемых из морских организмов, их разделение и идентифи-

кация активных компонентов [123, 124]. В качестве примера таких соединений можно 

привести меридианины, выделенные из асцидий  Aplidium meridianum [125].  Самым 

активным из них по отношению к GSK-3β является меридианин B (31), IC50 которого 

составляет 0.5 мкМ. Эти соединения не отличаются высокой селективностью по отно-

шению к циклин-зависимым киназам в первую очередь из-за своего небольшого раз-

мера по сравнению с областью связывания [125]; той же причиной, скорее всего, объ-

ясняется их относительно невысокая активность. Определённым структурным родст-

вом и сходными биологическими свойствами обладает другой алкалоид, вариолин B 

(32), выделенный из губок Kirkpatrickia variolosa [126]. На основе этих классов соеди-

нений были предложены заметно более активные «смешанные» аналоги — мериоли-

ны (33) [127], активность которых по отношению к циклин-зависимым киназам нес-

колько выше, чем по отношению к GSK-3, и другие соединения [128].

31 32 33 34

Другим примером интересных морских алкалоидов могут 

служить  ламелларины,  выделяемые  из  брюхоногих  моллюсков 

рода  Lamellaria.  Эти  соединения  обладают  противораковыми 

свойствами  и  являются  ингибиторами  различных  киназ,  в  том 

числе и GSK-3. Наиболее активным из них является ламелларин 

N (34), IC50 которого составляет 5 нМ [129].

Весьма активный ингибитор GSK-3 — химениальдизин (35) 

— был выделен из морских губок [130]. Его IC50 равняется 10 нМ. 

Такая высокая аффинность может быть связана с образованием дополнительных во-
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дородных  связей  между  аминогруппой  ингибитора  и  аминокислотными остатками 

вне шарнира; «глицинамидный» фрагмент, вероятно, образует три водородных связи 

с шарниром аналогично комплексу химениальдизина с CDK2 [130].

Природные, полусинтетические и синтетические флавоно-

иды представляют собой обширный класс соединений, проявля-

ющих широкий спектр биологической активности. В частности, 

некоторые из них проявляют ингибиторные свойства по отноше-

нию к циклин-зависимым киназам и GSK-3 [131]. Наиболее ак-

тивным из них является полусинтетический флавопиридол (36), 

изначально идентифицированный в качестве ингибитора CDK5 

[74] и прошедший первую фазу клинических испытаний [132].

Одними из первых синтетических соединений, 

проявивших высокую ингибиторную активность по 

отношению  к  GSK-3,  стали  пауллоны  [133,  134]. 

Всего было синтезировано и испытано in vitro поряд-

ка ста представителей данного класса [85, 133-140]. 

Наиболее известными представителями этого класса 

являются альстерпауллон (4, IC50  = 4 нМ) и казпаул-

лон (23, IC50  = 8 нМ). Способ связывания пауллонов 

(рис. 1.10) несколько отличается от способа связыва-

ния упомянутых выше ингибиторов: отсутствуют во-

дородные  связи  с  основной  цепью Asp133,  однако 

имеются  две  водородных  связи  с  основной  цепью 

Val135.  В  частном случае  альстерпауллона  особый 

интерес представляет наличие потенциальной водородной связи между нитрогруппой 

ингибитора и консервативным остатком Lys85, играющим важную роль в регулирова-

нии каталитического процесса [49].

В 2003 году ингибиторная активность на субмикромолярном уровне по отно-

шению к GSK-3 и CDK была обнаружена у 6-фенил-[5H]-пирроло[2,3-b]пиразинов, 

получивших название «алоизины» в честь Алоиза Альцгеймера [141]. Наиболее ак-

тивное соединение из этой группы, RP127 (37), имеет IC50, равную 0.4 мкМ. Близко-

родственные соединения, содержащие аминофуразановый фрагмент, являются селек-
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Рис. 1.10. Способ связывания 
альстерпауллона с GSK3 

(структура 1Q3W).



тивными наномолярными ингибиторами киназы p70S6, сохраняя микромолярную аф-

финность к GSK-3β [142]. Введение ароматических заместителей в фенильное кольцо 

подобных соединений значительно снижает ингибиторную активность [143].

37 38

Обширная программа по разработке эффективных и селективных ингибиторов 

GSK-3 была выполнена фирмой Chiron, впоследствии приобретённой компанией No-

vartis.  Идея поиска состояла в  исследовании замещённых 2-аминопиримидинов,  2-

аминопиридинов и родственных соединений. Ведущая структура представляла собой 

2-алкиламино-4-арилпиримидин, замещённый также в положениях 5 и 6 (39, W = N) 

[13]. Путём всестороннего исследования влияния заместителей на активность были 

идентифицированы соединения CT98014 (40, IC50 = 580 пМ) и CT98024 (41, IC50 = 560 

пМ). Для этих и аналогичных соединений (например, 17, 18, см. также табл. 1.2) были 

проведены испытания  in vivo, в результате которых у них была обнаружена значи-

тельная противодиабетическая активность [13].

39 40 41

Обширная серия (70 соединений) ингибиторов GSK-3 была синтезирована на 

основе пиразолопиридинового и пиразолопиридазинового фрагментов [144-147]. Ве-

дущее соединение 42 (IC50 = 250 нМ) было найдено путём фармакофорного поиска во 

внутренней базе данных компании GlaxoSmithKline [145]. При докинге этого соедине-

ния были обнаружены три водородные связи в области шарнира (рис. 1.11), аналогич-

ные связям в комплексе индирубина, и свободное пространство рядом с двумя фе-

нильными заместителями, которое позволяло провести исследования с целью нахож-

дения более активных и селективных соединений. Выяснилось, что замещение в по-
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ложении  4  пиразолопиридазина  значительно  снижает  активность,  а  ацилирование 

аминогруппы значительно её увеличивает. Также были исследованы аналогичные пи-

разолопиридины; в частности, среди них было найдено самое активное соединение 

данной серии — 43 (IC50  = 0.8 нМ). Рентгеноструктурное исследование подтвердило 

способ связывания, предложенный с помощью докинга (рис.  1.11) [144]. Интересно 

отметить, что для аналогичных пиразолопиридинов, имеющих аминогруппу в 6-м по-

ложении, предложен другой способ связывания, предполагающий участие этой ами-

ногруппы в водородных связях с шарниром [148]. 

42 43

А)  Б)

Рис. 1.11. А) Способ связывания соединения 42, предложенный с помощью до-
кинга [145].  Б) Способ связывания аналога, выявленный с помощью рентгенострук-
турного анализа [144]. 

Небольшая серия (30 соединений) весьма активных ингибиторов GSK-3 была 

предложена на основе пиразолопиримидинового фрагмента (44) [149-151]. Наиболь-

шей активностью в серии обладают соединения 45 (pIC50 = 8.6) и 46 (pIC50 = 8.8). С по-

мощью докинга для них предложен интересный способ связывания, предполагающий 

наличие водородной связи C–H···O между ингибитором и аминокислотным остатком 

Asp133 (рис. 1.12).
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44 45 46

Рис.  1.12. Предполагаемый способ связывания пиразолопиримидинов (Ar1 

= Ph, Ar2 = 4-Py) и GSK-3 [150]. 

Другой способ сочленения пиразольного и пиридазинового циклов, а также 2-

аминопиримидиновый фрагмент были использованы при дизайне серии ингибиторов 

GSK-3 на основе шаблона 47 [152, 153]. Авторы исследования описали более ста сое-

динений, константа ингибирования самого активного из которых (48) составляет 0.3 

нМ. Среди соединений, основанных на данном шаблоне, имеются весьма активные и 

селективные ингибиторы киназ GSK-3, CDK2 и CDK4; интересно отметить, что высо-

кая аффинность к одной из киназ GSK-3 или CDK4 обычно сочетается с высокой аф-

финностью к CDK2. Уменьшение количества атомов азота в пиразолопиридазиновом 

фрагменте приводит к значительному уменьшению ингибиторной активности по от-

ношению к GSK-3 [154].

47 48 49 50
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На основе фуропиримидинового фрагмента были предложены 26 соединений 

[155, 156]. Соединения с ацилированной аминогруппой (например, 49) весьма актив-

ны (IC50 = 5 нМ), а соединения со свободной аминогруппой и ароматическим замести-

телем в положении 3 (например, 50) менее активны (IC50 = 23 нМ).

Ингибиторная активность по отношению к GSK-3 имеется у 

производных  β-карболина,  причём  эта  активность  может  прояв-

ляться как по конкурентному [157], так и по неконкурентному (см. 

раздел 1.4.2) механизму. Соединение 51 имеет IC50 = 1.5 мкМ.

При исследовании биологической активности 1,2,4-оксадиа-

зол-5-карбоксамидов (52) было обнаружено, что они обладают ин-

гибиторной активностью по отношению к GSK-3. Наиболее актив-

ное соединение 53 имеет IC50  = 0.35 мкМ [158, 159]. Для этих сое-

динений был проведён докинг, однако особенности взаимодействия данных соедине-

ний с киназой не сообщаются [159].

52 53

При скрининге обширной объединённой коллекции потенциальных ингибито-

ров  киназ  было идентифицировано  ведущее  соединение  54,  ингибирующее  актив-

ность GSK-3 на 88% в концентрации 10 мкМ [160]. При оптимизации структуры были 

обнаружены более активные аналоги — 5-нитро-2,4-диаминопиримидины (например, 

55  (Ad = 3-гидроксиадамантил), IC50 = 13 нМ) и азапурины (например,  56, IC50 = 3 

нМ).

54 55 56

В ходе высокопроизводительного скрининга внутренней коллекции соединений 

компании Takeda Pharmaceuticals было идентифицировано соединение-хит 57 (IC50 = 

13 нМ). В ходе его оптимизации было проведено всестороннее исследование различ-
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ных производных 2-(бензилсульфанил)-1,3,4-оксадиазола [57, 58]. Были выявлены со-

единения с IC50 от 5.7 нМ [57]. Исследователи сосредоточились на поиске соединений 

с оптимальным сочетанием ингибиторной активности и проницаемости через гемато-

энцефалический барьер; Итогом поиска стало соединение 58 (IC50 = 34 нМ); его энан-

тиомер с обращённой конфигурацией сульфоновой группы вчетверо менее активен. 

Способ связывания данного соединения изображён на рис.  1.13; стоит отметить на-

личие водородной связи C–H···O между ингибитором и аминокислотным остатком 

Asp133 [58].

57 58

Рис. 1.13. Способ связывания соединения 58 [58].

Водородные связи C–H···O не являются необычными среди ингибиторов киназ. 

Более того, в случае GSK-3 было проведено исследование, явственно показавшее, что 

такие водородные связи могут играть заметную роль в улучшении связывания инги-

битора с киназой [161]. Константа ингибирования GSK-3 соединением 59  составляет 

24 нМ, в то время как для соединения 60 эта константа равна 23 мкМ. Такая разница в 

активности связана с заменой углерода на азот в пятичленном цикле и исчезновением 

донора водородной связи. Анализ кристаллической структуры комплекса для близко-

го  аналога  недвусмысленно свидетельствует  о  наличии  водородной  связи  C–H···O 

[161].
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59 60 61

Небольшая (10 соединений) серия ингибиторов GSK-3 была предложена на ос-

нове 2-арил-7-гидроксибензимидазолов [54].  Самое активное соединение серии,  61, 

имеет IC50 = 15 нМ. Рентгеноструктурный анализ свидетельствует об образовании во-

дородной связи между гидроксилом в положении 7 бензимидазола и аминокислотным 

остатком Asp133.

1.4.2. Неконкурентные ингибиторы киназы гликогенсинтазы 3

Среди  неконкурентных  ингибиторов  GSK-3  наиболее  широко  представлены 

два класса соединений — тиадиазалидиноны (TDZD), получаемые синтетическим пу-

тём [162, 163], и манзамины, выделяемые из морских губок [164-166]. Кроме того, 

имеются пептидные ингибиторы, такие, как L803-mts (19), и ковалентно взаимодейст-

вующие ингибиторы — тиенилгалометилкетоны.

Первыми известными неконкурентными ингибиторами GSK-3 стали тиадиаза-

лидиноны (TDZD). Наиболее активный из них, TDZD-8 (20), имеет IC50 лишь 2 мкМ, 

но  отличается  чрезвычайно  высокой  селективностью,  не  проявляя  ингибиторных 

свойств по отношению к CDK1, CK-II, PKA и РКС [162]. К настоящему времени из-

вестно порядка 70 ингибиторов этого ряда [65, 163]; следует отметить, что незначи-

тельные изменения в структуре центрального фрагмента могут приводить к смене ме-

ханизма действия с неконкурентного на конкурентный и обратно [65]. По предполо-

жению разработчиков, место связывания TDZD расположено в окрестности сайта рас-

познавания фосфатной группы субстрата; лиганд блокирует положительно заряжен-

ный центр, образованный остатками Arg96, Arg180 и Lys205, вследствие чего не осу-

ществляется взаимодействие киназы с субстратом [65, 162]. В настоящее время ведут-

ся  клинические  испытания соединений этого ряда  в  качестве  лекарств от  болезни 

Альцгеймера [18]
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Манзамины — это алкалоиды, содержащие фрагмент β-

карболина и сложный характерный полициклический каркас. 

Представители этого класса соединений синтезируются в мор-

ских губках родов  Haliclona [167], Petrosiidae  [124], Pellina  и 

ряда других [168] при участии бактерий-актиномицет  Micro-

monospora sp. (штамм М42) [124]. Наиболее известным пред-

ставителем данного класса соединений является манзамин А 

(62),  проявляющий  противовирусную  (анти-ВИЧ),  противо-

грибковую,  антибактериальную  [169]  и  противомалярийную 

[166] активность. Помимо данных видов активности, манзамин А ингибирует киназу 

гликогенсинтазы 3β человека (IC50 = 10 мкМ) [164, 165], в связи с чем он представляет 

собой интересное ведущее соединение при поиске новых неконкурентных ингибито-

ров GSK-3. Важно отметить, что этот алкалоид обладает уникальной селективностью 

по отношению к изоформам GSK-3: он неактивен по отношению к α-изоформе, но ин-

гибирует β-изоформу [165]. К настоящему времени синтезировано несколько десят-

ков производных манзамина А и родственных манзаминов [164, 165, 170], а также по-

тенциальные пролекарства для манзамина А [171].

Пептидные ингибиторы GSK-3 были синтезированы в предположении, что пеп-

тиды,  содержащие  стандартную  последовательность  SXXX[pS],  распознаваемую 

GSK-3,  могут  быть специфичными ингибиторами киназы.  Гипотеза  подтвердилась 

[172]; пептид L803 (KEAPPAPPQ[pS]P) проявил прекрасную ингибирующую способ-

ность и высокую селективность. Интересно отметить, что замена фосфосерина на глу-

тамат не приводит к узнаванию пептида. Для улучшения биодоступности к L803 был 

добавлен миристоиловый заместитель;  полученный пептид L803-mts  (19)  обладает 

противодиабетическим действием in vivo [172] и может служить шаблоном для дизай-

на пептидомиметиков.

Некоторые алкилирующие агенты также проявляют ингибитор-

ную активность по отношению к GSK-3 [173,  174].  Соединение  63 

имеет IC50, равную 500 нМ [174]. Предполагается, что ингибиторная 

активность данных соединений связана с их взаимодействием с ами-

нокислотным остатком Cys199, расположенным в области связывания 

АТФ. Образование ковалентной связи приводит к необратимому ин-
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гибированию киназы (рис. 1.14). Очевидно, что создание лекарств на основе таких ин-

гибиторов вряд ли возможно, однако они могут быть полезны в качестве фармаколо-

гических инструментов [174].

Рис. 1.14. Предполагаемый способ связывания 63 [174].

1.5. Соотношения «структура-активность» для ингибиторов 

киназы гликогенсинтазы 3

Наличие большого числа относительно однородных серий ингибиторов GSK-3 

позволило различным исследователям построить модели количественных соотноше-

ний «структура-активность» для них с применением различных методов.  Наиболее 

часто среди них встречаются методы 3D-QSAR, в частности, CoMFA [175] и CoMSIA 

[176]. Результаты анализа этими методами приведены в табл. 1.3.

Все модели,  построенные с помощью методов 3D-QSAR, обладают высокой 

точностью и приемлемой предсказательной способностью. Большинство моделей по-

строено с использованием выравнивания по общему фрагменту; в единственном ис-

следовании, в котором были использованы два альтернативных метода выравнивания 

([181]), предсказательная способность модели, построенной с помощью выравнива-

ния по общему фрагменту, оказалась выше. Предсказательную способность моделей в 

большинстве случаев оценивали с помощью внешней контрольной выборки; принцип 

разделения исходной выборки на контрольную и обучающую в большинстве случаев 

не  сообщается.  Недостатком  большинства  исследований  (за  исключением  [184]  и 

[186]) является отсутствие расчёта коэффициента корреляции между эксперименталь-

ными и предсказанными значениями для контрольной выборки. Для некоторых моде-

лей ([182, 183, 185]) был проведён дизайн новых соединений на основе модели, одна-

ко предполагаемая активность этих соединений оценивалась лишь с использованием 

моделей и методов докинга.
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Таблица 1.3. Результаты анализа 3D-QSAR для ингибиторов GSK-3. Обозначе-
ния: LOO — метод исключения по одному, CV — перекрёстный контроль, TS — кон-
трольная выборка.
Выборка N Выравнивание Метод R2 Q2 (метод) S Контроль Ссылка

Пауллоны 52 Докинг CoMSIA 0.874 0.546 (LOO) 0.454 внешний (25) [177]

3-Анилино-4-
арилмалеи-
миды

74

Общий 
фрагмент, 
независимая 
оптимизация

CoMFA 0.891 0.805 (LOO) 0.146 нет [178]

Алоизины 35
Общий 
фрагмент

CoMFA 0.917 0.584 (LOO) 0.176

CoMSIA 0.938 0.673 (LOO) 0.158
нет [179]

TDZD 48 Не сообщается CoMFA 0.922 0.654 (LOO) 0.189 внешний (5) [65]

47 [152] 70 Докинг
CoMFA 0.870 0.491 (CV) 0.419

CoMSIA 0.861 0.527 (CV) 0.435
внешний (10) [180]

Индирубины 34

Докинг
CoMFA 0.897 0.542 (CV) 0.279

CoMSIA 0.908 0.724 (CV) 0.268

Общий 
фрагмент

CoMFA 0.916 0.767 (CV) 0.261

CoMSIA 0.923 0.757 (CV) 0.212

внешний (8) [181]

44 49 Общий 
фрагмент

CoMFA 0.98 0.53 (LOO) 0.154

CoMSIA 0.92 0.48 (LOO) 0.296
внешний (12) [182]

Бисарилмале-
имиды 29

Общий 
фрагмент CoMFA 0.931 0.519 (LOO) 0.211 внешний (7) [183]

Пиразолопи-
рид[аз]ины 
[144-147]

59
Общий 
фрагмент CoMFA 0.97 0.55 (TS) 0.184 внешний (14) [184]

Бисарилмале-
имиды

40 Общий 
фрагмент

CoMFA 0.986 0.669 (LOO) 0.438

CoMSIA 0.965 0.683 (LOO) 0.652
внешний (8) [185]

3-Анилино-4-
арилмале-
имиды

56 Общий 
фрагмент

CoMFA 0.942 0.779 (TS) 0.104

CoMSIA 0.932 0.803 (TS) 0.113
внешний (18) [186]

Индирубины 36 Фармакофор PHASE 0.97 0.91 (TS) 0.33 внешний (8) [187]

Также было проведено несколько исследований QSAR на основе других мето-

дов и дескрипторов. Информация о них приведена в табл. 1.4. Модели QSAR для ин-

гибиторов GSK-3, построенные с помощью двумерных методов, отличаются от моде-

лей 3D-QSAR несколько меньшими значениями коэффициентов корреляции. Наибо-

лее точные модели построены с помощью наиболее сложных методов [192]; ни одну 

из предложенных моделей нельзя интерпретировать простым образом, вследствие че-

го возможно их использование лишь в качестве фильтров для соединений, предло-

женных генераторами структур. 
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Таблица 1.4. Результаты анализа QSAR для ингибиторов GSK-3.

Выборка N Метод R2 Q2 (метод) S Контроль Ссылка

3-Анилино-4-
арилмалеимиды 74

Пиразолопиридазины 81

Пиразолопиридины 62

Пиразолопиримидины 61

Метод  Хэнча, 
нейронные 
сети 
(CODESSA 
PRO)

0.896 0.873 (TS) 0.137

0.677 0.593 (TS) 0.612

0.745 0.724 (TS) 0.473

0.507 0.423 (TS) 0.731

Внешний [188]

3-Анилино-4-
арилмалеимиды 67

Индикаторные 
переменные, 
метод Хэнча

0.85 0.81 (LOO) 0.165 Нет [189]

Наиболее  активные  из 
разных классов

17 MIA-QSAR 0.940 0.16 LOO [190]

Индирубины 36 CODESSA 0.93 0.6 (TS) 0.27 Внешний (8) [187]

3-Анилино-4-
арилмалеимиды 67

Пиразолопиридины 19
TPSA

0.85 0.83 0.162

0.67 0.56 0.592
нет [191]

Бисарилмалеимиды, 
пиразолопирид[аз]ины, 
пиразолопиримидины

132
Нейронные 
сети

до 
0.95 до 0.93 (TS) 0.4 Внешний (29) [192]

Имеется также одна классификационная модель, построенная для соединений 

ряда TDZD с использованием индекса Винера W, индекса загребской группы M1 и 

индекса эксцентрической связности ξС [193]. Модель позволяет различить активные и 

неактивные TDZD с точностью от 83% (индекс M1) до 87% (индекс W).

1.6. Поиск ингибиторов киназы гликогенсинтазы 3 с помощью  

виртуального скрининга

В литературе описаны примеры поиска конкурентных ингибиторов киназы гли-

когенсинтазы 3 методом виртуального скрининга. Имеются две основных стратегии 

использования этого метода: первая предполагает построение фармакофорной гипо-

тезы на первой стадии с последующим докингом соединений-хитов в структуру био-

мишени, а вторая, требующая больших затрат расчётного времени, состоит в докинге 

всех соединений базы данных, интересующей исследователя, в структуру белка.

Большинство фармакофорных гипотез, описанных в литературе, содержит как 

минимум четыре элемента [194-199]. Из них 2 элемента, представляющих донор и ак-

цептор  водородной  связи,  соответствуют  взаимодействию  ингибитора  с  областью 

шарнира. Наличие остальных элементов зависит от молекул, использованных для по-

строения фармакофорной гипотезы; обычно среди них имеется как минимум один 
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элемент, описывающий гидрофобные либо ароматические фрагменты, а также зачас-

тую присутствует элемент, отвечающий водородной связи с удалёнными от шарнира 

областями белка (ср. способ связывания альстерпауллона (рис.  1.10) или структуру 

химениальдизина (35)). Примеры фармакофорных гипотез приведены на рис. 1.15.

Рис. 1.15. Примеры фармакофорных гипотез для ингибиторов GSK-3 [194, 199, 
197].

Для структур молекул-хитов,  найденных после фильтрования баз данных по 

фармакофору, был проведён молекулярный докинг. В двух случаях были проведены 

также биологические испытания: в [198] провели скрининг базы известных лекарств, 

обнаружили и подтвердили in vitro и in vivo ингибиторную активность гидроксихло-

рохина, циметидина и гемифлоксацина по отношению к GSK-3; в [197] искали новые 

ингибиторы во внутренней базе данных компании ChemDiv и идентифицировали но-

вые микромолярные ингибиторы.

Исследования, связанные с виртуальным скринингом по отношению к GSK-3 

без использования фармакофора, преследуют различные цели. Гадакар с сотр. иссле-

довали возможности различных настроек программы GLIDE по обогащению баз дан-

ных ингибиторами GSK-3 и сформулировали рекомендации для достижения макси-

мального обогащения [200, 201]. Полгар с сотр. сравнивали возможности виртуально-

го и высокопроизводительного экспериментального скрининга,  добившись фактора 

обогащения  для  специально  разработанного  протокола  виртуального  скрининга 

12.9%,  а  для  высокопроизводительного  скрининга  — 0.55% [202].  Мишра  с  сотр. 

показали важность учёта подвижности белка [203]. Кэнг с сотр. провели виртуальный 

скрининг базы из 170 соединений,  содержащих тиадиазалидиноновый фрагмент,  и 

выявили среди них 6 соединений с  микромолярной ингибирующей концентрацией 

[204]. Также проводились исследования, целью которых было определение комбина-

ции оценочной функции и структуры киназы, приводящей к максимальной корреля-

ции значения оценки и аффинности ингибитора [205].
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Глава 2. Поиск и дизайн конкурентных ингибиторов GSK-3

Значительное число известных АТФ-конкурентных ингибиторов GSK-3 и нали-

чие экспериментальных данных о её пространственной структуре позволяет прово-

дить дизайн и поиск новых ингибиторов с высокой степенью надёжности. На основа-

нии серий известных ингибиторов возможно построение моделей QSAR, а также нас-

тройка систем виртуального скрининга (ВС), опирающихся как на молекулярное по-

добие, так и на предсказание способов связывания с помощью докинга. Нами были 

реализованы все эти подходы с целью нахождения новых потенциальных ингибито-

ров GSK-3.

2.1. Выборка ингибиторов GSK-3. 

Представление ингибиторной активности

По литературным данным была сформирована база  данных, содержащая ин-

формацию об ингибиторной активности соединений по отношению к GSK-3. Выбор-

ка содержит 1685 соединений, относящихся к различным классам (см.  гл. 1), среди 

которых  280 являются истинно неактивными — не обладают ингибиторной способ-

ностью в максимальной концентрации, использованной при испытаниях. Для боль-

шинства активных соединений активность представлена в форме IC50 — концентра-

ции ингибитора, при которой достигается 50% ингибирования фермента. В некоторых 

случаях  для  ингибитора  определяли  константу  ингибирования  (Ki)  по  уравнению 

Лайнвивера — Бёрка, встречаются случаи пересчёта IC50 в константу ингибирования 

при помощи уравнения Ченга — Прусоффа [206], а также определение остаточной ак-

тивности киназы в процентах. Важно отметить, что разные группы определяли IC50 

различными методами, в частности, с использованием различных концентраций АТФ. 

В некоторых случаях значение концентрации АТФ не приводится в описании методи-

ки эксперимента. Вследствие этого возможно построение надёжных моделей коли-

чественных соотношений «структура — активность» лишь для ограниченных наборов 

соединений. Тем не менее, погрешность определения IC50 и Ki зачастую довольно вы-

сока и может составлять до одной единицы pIC50 (pKi), что не позволяет делать выво-

дов о надёжности количественной составляющей модели даже в случае построения её 

по однородным данным. В то же время данные верно отражают тренды активности, 
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позволяя достаточно надёжно отличить высокоактивные соединения от низкоактив-

ных (неактивных).

Наибольшую ценность для планирования синтеза представляют два рода моде-

лей: (1) качественные модели, позволяющие отличить потенциально активные соеди-

нения от заведомо неактивных; (2) полуколичественные модели, позволяющие сде-

лать вывод о сравнительной активности двух структурно близких соединений. Стро-

гие количественные модели, область применимости которых ограничивается одним-

двумя классами соединений и определяется однородностью доступных данных, важ-

ны в случае планирования направлений дальнейшего развития проекта по разработке 

лекарств (оптимизации ведущих соединений).

2.2. Консервативный виртуальный скрининг

При проведении виртуального скрининга больших библиотек соединений ис-

следователь может ставить перед собой различные задачи. В частности, его может ин-

тересовать нахождение ингибиторов абсолютно новых классов среди синтезирован-

ных ранее соединений либо поиск соединений, для которых с высокой вероятностью 

будет выявлена требуемая биологическая активность. Первую стратегию поиска мож-

но назвать неконсервативной («рисковой»), а вторую — консервативной. При исполь-

зовании  консервативной  стратегии  проводится  статистическая  валидация  системы 

виртуального скрининга и потенциальные ингибиторы ищутся среди соединений, по-

лучивших наивысшую оценку теми или иными методами, в идеальном случае — нес-

колькими различными методами. Тем не менее, многие широко используемые методы 

часто занижают оценки истинно активным соединениям в силу различных причин, 

например,  небольшого  объёма  молекулы.  Неконсервативные  стратегии  позволяют 

идентифицировать интересные ведущие соединения среди тех, которые не получили 

высоких оценок при использовании консервативных стратегий; в то же время, они не 

позволяют оценить надёжность  прогноза для предлагаемых соединений, вследствие 

чего при их использовании исследователю необходимо полагаться на общие сообра-

жения и химическую интуицию [207]. 
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2.2.1. Система консервативного виртуального скрининга

Наиболее распространённые методы виртуального скрининга, не налагающие 

формальных ограничений на принадлежность соединений к определённым классам, 

— это высокопроизводительный докинг, фармакофорный поиск и поиск по молеку-

лярному подобию. Большой объём библиотеки, используемой для скрининга, требует 

значительного расчётного времени обработки.  В связи с  этим одним из ключевых 

факторов при выборе конкретных программ является скорость их работы.

Наибольшей скоростью среди программ докинга на сегодняшний день облада-

ют программы DOCK [208] и FRED (Fast Rigid Exhaustive Docking, быстрый жёсткий 

исчерпывающий докинг  [209]).  По сравнению с  DOCK,  FRED имеет  ряд  преиму-

ществ: во-первых, в FRED возможно использование нескольких различных оценоч-

ных  функций  для  ранжирования  ориентаций  молекулы непосредственно  во  время 

проведения докинга, в то время как при использовании DOCK применение различных 

оценочных функций возможно лишь после проведения докинга и ранжирования, что 

может  вносить  в  результаты погрешность,  связанную со  смещением разнообразия 

списка хитов в область, характеризующуюся высокими значениями оценочной функ-

ции DOCK; во-вторых, в FRED реализована возможность отбрасывания результатов 

докинга,  в  которых отсутствуют заданные пользователем лиганд-белковые взаимо-

действия (данная возможность заявлена в DOCK, однако на момент проведения скри-

нинга  она  была  неработоспособна  из-за  ошибок  в  программном  коде);  в-третьих, 

алгоритм DOCK требует проведения конформационного поиска для каждой молеку-

лы непосредственно в центре связывания белка, в то время как FRED позволяет доки-

ровать предварительно сгенерированный набор конформаций, что значительно сокра-

щает затраты расчётного времени, особенно в случае докинга одной и той же библио-

теки в различные структуры белка либо при различных ограничениях на необходи-

мые  взаимодействия.  Таким  образом,  в  нашем  случае  использование  программы 

FRED видится предпочтительным. Для уточнения структуры комплекса и внешней 

проверки правильности ориентации, предложенной FRED, целесообразно использо-

вать программы исчерпывающего поиска,  основанные на альтернативных алгорит-

мах, такие, как AutoDock, FlexX и SurflexDock.

Поскольку программа FRED осуществляет докинг жёсткого лиганда в жёсткий 

белок, требуется предварительная генерация конформаций лигандов с тем, чтобы обе-
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спечить максимально полное описание их конформационного пространства. Для гене-

рации конформеров была использована программа Omega2 [209]; методики подготов-

ки структур подробно описаны в главе 5.2.1.

Среди  программ,  предназначенных для  проведения  фармакофорного  поиска, 

наиболее  часто в  настоящее время применяются  LigandScout  (Inte:Ligand; [210])  и 

ROCS (Rapid Overlay of Chemical Structures, быстрое наложение химических структур 

[209, 211]). Эти программы позволяют строить фармакофорные гипотезы, учитываю-

щие не только молекулярные особенности соединений, использованных для построе-

ния гипотез, но также их форму.  Ключевое различие между данными программами 

состоит в том, что LigandScout проводит генерацию конформаций «на лету», в то вре-

мя как ROCS использует предварительно сгенерированный набор конформаций. Пос-

кольку библиотека конформеров, сгенерированная нами при подготовке к докингу, 

может с тем же успехом быть использована для виртуального скрининга по гипотезе 

ROCS, мы выбрали для анализа именно эту программу с целью экономии времени на 

конформационный поиск.

Методы виртуального скрининга по молекулярному подобию разрабатываются 

в предположении, что подобные молекулы должны обладать подобными биологичес-

кими свойствами. Подобие молекул может определяться различными методами; наи-

более эффективными среди них считаются методы сравнения молекулярных отпечат-

ков (molecular fingerprints) [212, 213]. В нашей работе была использована оригиналь-

ная методология, разработанная в нашей лаборатории и основанная на построении од-

ноклассового классификатора  молекулярных векторов методом искусственных ней-

ронных сетей [214]

2.2.2. Построение системы виртуального скрининга 

2.2.2.1. Выборки

Основными критериями надёжности системы виртуального скрининга являют-

ся адекватное воспроизведение ориентаций известных ингибиторов в области связы-

вания и более высокое ранжирование заведомо активных соединений по сравнению с 

заведомо неактивными; при этом заведомо неактивные соединения должны обладать 

разнообразными структурами. Поскольку для большинства соединений отсутствуют 

экспериментальные данные об их неактивности, обычно в качестве набора заведомо 
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неактивных соединений используют так называемые «разнообразные выборки» (di-

versity sets), построенные таким образом, чтобы добиться максимального химическо-

го разнообразия соединений, представленных в выборке (обычно вводятся ограниче-

ния на максимальное число соединений, для которых какой-либо критерий молеку-

лярного подобия превосходит некоторое пороговое значение). 

В качестве «разнообразной выборки» предположительно неактивных соедине-

ний мы использовали выборку Национального института рака (США) (NCI Diversity 

Set) объёмом 2000 молекул, из которой были удалены соединения, содержащие атомы 

металлов и тяжёлых элементов (кроме иода), соли и записи, содержащие два или бо-

лее независимых фрагмента молекул, поскольку такие соединения не обрабатываются 

программой докинга. Окончательный размер разнообразной выборки составил 1884 

соединения. 

В 2006 году Хуаном, Шойхетом и Ирвином [215] была предложена выборка 

DUD (Directory of Useful Decoys, «Каталог полезных ложных лигандов»), составлен-

ная таким образом, чтобы предлагаемые ложные лиганды имели сходные физико-хи-

мические характеристики с известными истинными лигандами различных биологи-

ческих мишеней,  однако заметно отличались от них топологически.  Среди прочих 

мишеней  в  DUD  имеется  подвыборка  ложных  ингибиторов  циклин-зависимой 

киназы 2 (CDK2), состоящая из 2073 соединений. Известно, что ингибиторы циклин-

зависимых киназ и GSK-3 близки по своей структуре (гл. 1.4.1), что позволяет ис-

пользовать данную подвыборку DUD для тестирования системы виртуального скри-

нинга GSK-3 без каких-либо дополнительных изменений. 

Выборка заведомо активных и неактивных соединений описана в разделе 2.1. 

Подготовка выборок описана в главе 5.2.1.

2.2.2.2. Выбор структуры киназы для докинга

К настоящему времени в банке белковых структур PDB имеется 23 структуры 

GSK-3β, исследованных с помощью рентгеноструктурного анализа (см. раздел 1.3). 

Помимо этих структур, имеются также структуры в патентной литературе ([216] и 

др.), позволяющие выявить особенности взаимодействий киназы с ингибиторами, не 

освещёнными в общедоступных базах данных. 
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Вопрос выбора конкретной структуры для виртуального скрининга ингибито-

ров GSK-3 несколько раз рассматривался в литературе [202, 203]. Структуры, доступ-

ные в банке данных PDB, были сгруппированы согласно конформациям аминокислот-

ных остатков области связывания. Кроме того, учитывалось наличие либо отсутствие 

консервативных молекул воды, участвующих в связывании лиганда. Итогом исследо-

ваний стало утверждение, что обогащение результатов ВС мало зависит от конкрет-

ной использованной структуры,  а добавление каких-либо конкретных молекул воды 

не может являться универсальным решением. Мы использовали для ВС структуру ки-

назы 1R0E [51] (рис. 2.1) в комплексе с чрезвычайно аффинным ингибитором 8 (Kd = 

53  пМ),  которая была ранее  использована для успешного виртуального скрининга 

[204]. Дополнительные ограничения были введены на обязательное присутствие в мо-

лекуле лиганда донора водородной связи, взаимодействующего с карбонильным ато-

мом кислорода основной цепи Asp133, и акцептора водородной связи, взаимодейству-

ющего с амидным атомом азота основной цепи Val135. Эта пара водородных связей 

присутствует в комплексе 1R0E.  Поскольку данная комбинация ограничений харак-

терна не для всех ингибиторов GSK-3, в качестве альтернативы может быть использо-

вана структура комплекса киназы с другим высокоаффинным ингибитором CHIR911 

(18) [216], в которой имеются водородные связи с карбонильным атомом кислорода и 

амидным атомом азота основной цепи Val135. Необходимо отметить, что некоторые 

известные ингибиторы образуют  классическую водородную связь  лишь с  амидным 

атомом азота основной цепи Val135 (например, комплекс 3F7Z); карбонильный атом 

кислорода Asp133 при этом образует слабую водородную связь с одним из аромати-

ческих протонов. Тем не менее, мы считаем важным ограничиться лишь классически-

ми водородными связями с тем, чтобы получить более надёжные результаты вирту-

ального скрининга,  поскольку водородные связи типа CH···O не обрабатываются ав-

томатически ни одной программой докинга. 
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Рис.  2.1. Структура 1R0E, использованная для виртуального скрининга. 
Лиганд 8 изображён с помощью шаростержневой модели, белок — в виде стержней. 
Молекулярная поверхность окрашена согласно наличию доноров и акцепторов водо-
родной связи. Водородные связи с шарнирным участком помечены оранжевым; водо-
родная связь CH···O помечена пунктиром.

При проведении докинга для многих заведомо активных соединений выбранная 

комбинация структуры белка и дополнительных структурных ограничений не позво-

лила построить приемлемый вариант расположения молекулы в области связывания 

по двум причинам: (а) отсутствие группировок в молекуле лиганда, необходимых для 

удовлетворения ограничениям, или (б) отсутствие приемлемых ориентаций. Такие со-

единения были исключены из рассмотрения; тем не менее, другие комбинации струк-

туры киназы и (или) дополнительных ограничений могут позволить провести докинг 

данных  соединений.  Общее  число  сдокированных  истинно  активных  соединений 

(True Active, TA) оказалось равным 1057 (86%), истинно неактивных (True Inactive, 

TI) — 173 (84%), разнообразных (Diversity Set, DS) — 1386 (74%), ложных ингибито-

ров CDK2 (DUD) — 1996 (96%).

После  генерации  предполагаемых  структур  комплексов  проводилась  оценка 

энергии связывания с помощью различных оценочных функций:  Chemgauss3,  PLP, 

OEChemscore, Screenscore и Shapegauss, реализованных в программе FRED, а также с 

помощью модуля CScore программного комплекса SYBYL 8.0 [217], позволяющего 

производить оценку с помощью функций Chemscore, D_score, G_score и PMF_score и 
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оптимизацию  структуры  комплекса  с  повторной  оценкой  (ChemscoreR,  DR_score, 

GR_score, PMFR_score). Консенсусная оценка проводилась по отдельности в програм-

мах FRED и CScore, однако не была использована при количественном анализе качес-

тва системы скрининга, поскольку её численные значения зависят не от конкретных 

параметров взаимодействия белка с лигандом, а от ранжирования результатов скри-

нинга. 

2.2.2.3. Фармакофорный поиск

Представление  области  связывания  ингибиторов  фармацевтической  мишени 

может быть достигнуто разными способами. В частности, при наличии структур ком-

плексов ингибиторов с мишенью, исследованных экспериментально, становится воз-

можным провести их совмещение, идентификацию общих фармакофорных элемен-

тов, определяющих взаимодействие с биомишенью и активность, и на основе постро-

енной фармакофорной гипотезы провести виртуальный скрининг и поиск новых по-

тенциальных ингибиторов. Отобранные ингибиторы будут иметь сходный размер и 

расположение функциональных групп, а также похожий молекулярный электростати-

ческий потенциал.

Для проведения фармакофорного поиска мы использовали программу ROCS, 

достоинством которой является учёт молекулярной формы как одного из основных 

критериев подобия [218]. Помимо формы, сравнение происходит с использованием 

так называемых «раскрашенных атомов», соответствующих фармакофорным элемен-

там: донору либо акцептору водородной связи, катиону либо аниону, циклу или гид-

рофобному фрагменту. 

Фармакофорная гипотеза для ингибиторов GSK-3 была построена на основе на-

ложения 15 кристаллических структур комплексов киназы с ингибиторами таким об-

разом, чтобы минимизировать RMSD остатков шарнирной области.  При построении 

гипотез ROCS перебирает все возможные комбинации шаблонных молекул и отбира-

ет из них наиболее разнообразные для построения оптимальных гипотез, что делает 

процесс отбора весьма длительным. В связи с этим были сгенерированы гипотезы на 

основе не более чем пяти различных ингбиторов; перебор всех возможных комбина-

ций проводился автоматически, после чего автоматически отбирались девять опти-

мальных гипотез, список которых приведён в табл. 2.1. Для всех гипотез была опреде-
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лена площадь под кривой ROC  (Receiver Operating Characteristic,  раздел 5.2.3) с ис-

пользованием всех истинных лигандов и выборки ложных лигандов TI+DUD. Опти-

мальная площадь под кривой достигается при использовании метрик подобия Tanimo-

toCombo (учитывающей подобие формы и «окраски» атомов) либо ColorTanimoto (по-

добие только «окраски» атомов). Для дальнейшего рассмотрения была выбрана гипо-

теза №5,  достоинствами которой являются наличие гидрофобного атома, соответст-

вующего взаимодействию  ингибитора с Leu132,  и максимальный объём молекуляр-

ной формы.

Таблица  2.1. Фармакофорные  гипотезы,  построенные  по  кристаллическим 
структурам. AUC — площадь под кривой ROC.
№ Исходные структуры AUC Метрика

1 1Q5K, 1R0E, 2OW3, 3F88, 3I4B 0.778 ColorTanimoto

2 1Q3D, 1Q5K, 2O5K, 3I4B, 3GB2 0.775 TanimotoCombo

3 1R0E, 2O5K, 3I4B, 3L1S, 3GB2 0.796 ColorTanimoto

4 1Q3D, 2O5K, 3I4B, 3GB2 0.758 TanimotoCombo

5 1Q3D, 1UV5, 2OW3, 3F88, 3I4B 0.804 TanimotoCombo

6 1Q3D, 1R0E, 2O5K, 3I4B, 3GB2 0.762 ColorTanimoto

7 1Q41, 1Q5K, 2O5K, 2OW3, 3F7Z 0.782 TanimotoCombo

8 1UV5, 1R0E, 2OW3, 3F88, 3I4B 0.804 ColorTanimoto

9 1Q3D, 2O5K, 2OW3, 3I4B, 3L1S 0.750 TanimotoCombo

Изначальные гипотезы содержат избыточное количество элементов, поскольку 

в них содержатся все фармакофорные элементы, имеющиеся в молекулах, использо-

ванных для построения гипотезы. Кроме того, имеет смысл увеличить вес критически 

важных «раскрашенных» атомов для того, чтобы выделить их среди прочих. Напри-

мер, увеличение веса «киназного фармакофора» донор/акцептор/донор и гидрофобно-

го атома втрое при удалении излишних элементов (катионов и анионов, а также неко-

торых доноров и акцепторов, не соотносимых с конкретными лиганд-белковыми вза-

имодействиями;  рис. 2.2) приводит к увеличению  AUC до 0.815,  что соответствует 

лучшим  результатам  для  выборки  ложных  лигандов  TI+DUD в  условиях  докинга 

[219].  Дальнейшее  увеличение  веса  ключевых  элементов  приводит  к  уменьшению 

AUC. Стоит заметить, что фармакофорный поиск в данном случае отличается боль-

шей общностью, чем докинг, поскольку оценка подобия была сгенерирована для всех 

предложенных модели молекул, а не только для тех, которые удовлетворяют нало-

47



женным ограничениям (ср. раздел 2.2.2.2). Как следствие, снижается вероятность про-

пуска истинно активных соединений из-за технических ограничений классификатора.

Рис.  2.2.  Оптимизированный  вариант  фармакофорной  гипотезы  №5. 
Атомы углерода ингибиторов показаны зелёным, молекулярная форма в виде серого 
облака, цветные шары соответствуют фармакофорным элементам: синий — донор во-
дородной связи, красный — акцептор, зелёный — цикл, жёлтый — гидрофобный эле-
мент.

2.2.2.4. Моделирование с помощью одноклассового классификатора2

Для  анализа  молекулярного  подобия  мы использовали  метод  одноклассовой 

классификации на основе искусственных нейронных сетей с обратным распростране-

нием ошибки с кодированием и декодированием сигнала [220]. На вход нейронной се-

ти подаётся молекулярный отпечаток FP2 (гл. 5.2.6), на выходе нейронной сети этот 

молекулярный  отпечаток должен быть воспроизведён  (рис. 2.3).  Нейроны скрытого 

слоя приблизительно соответствуют наличию в молекуле неких фармакофорных осо-

бенностей. При обучении нейронной сети ей  циклически предъявляются структуры 

всех активных соединений, обучение прекращается при возрастании ошибки на вну-

тренней контрольной выборке в течение 50 циклов. Чем точнее воспроизводится мо-

лекулярный отпечаток на выходе, тем выше вероятность того, что данное соединение 

2 Одноклассовый классификатор разработан совместно с м. н. с. кафедры органической химии Химического 

факультета МГУ им. М. В. Ломоносова Карповым П. В.
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будет активным. Сравнение отпечатков осуществляется с помощью критерия Танимо-

то;  при этом следует помнить, что значение критерия Танимото не равняется значе-

нию вероятности активности для соединения. Поскольку обучение нейронной сети — 

стохастический процесс, оптимальные параметры ВС достигаются при консенсусном 

использовании нескольких нейросетевых моделей («экспертов»). В нашем случае ис-

пользуются три модели с тремя нейронами в скрытом слое и три модели с четырьмя 

нейронами  в  скрытом  слое,  консенсусная  оценка  получается  путём  усреднения 

оценок экспертов.

Рис.  2.3. Схема  использованной  нейронной  сети  с  тремя  нейронами  в 
скрытом слое.

2.2.3. Валидация системы виртуального скрининга

2.2.3.1. Докинг: воспроизведение кристаллической структуры

При проведении виртуального скрининга наиболее важно установление разни-

цы между значениями оценочной функции для заведомо активных и заведомо неак-

тивных соединений. Тем не менее, необходимо представлять вероятность ошибочно-

го предсказания  способа связывания и его возможные причины  с целью понимания 

необходимости повторного докинга хитов без использования ограничений.

Оценка качества воспроизведения кристаллографической позиции проводилась 

с использованием набора ингибиторов, кристаллизованных совместно с GSK-3. Ре-

зультаты оценки приведены в таблицах 2.2 и 2.3. Структуру ингибитора извлекали из 

оригинального комплекса и готовили к докингу  по стандартной процедуре. Докинг 

проводили в подготовленную структуру киназы без использования ограничений либо 
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с использованием одного либо двух ограничений на наличие водородных связей, пос-

ле чего совмещали шарнирные участки кристаллической структуры и предложенной 

структуры комплекса.  Таким образом удавалось достичь более точного наложения 

позиций ингибиторов, чем в случае с выравниванием структур по всем аминокислот-

ным остаткам. Для совмещённых структур лигандов проводили визуальный анализ 

соответствия и  рассчитывали среднеквадратичное отклонение неводородных атомов 

(RMSD).

Таблица 2.2. RMSD неводородных атомов ингибиторов при докинге с различ-
ным числом ограничений. Одно ограничение —  водородная связь  между амидным 
NH Val135 и лигандом, два — то же и водородная связь между карбонильным атомом 
кислорода основной цепи Asp133 и лигандом
Комплекс Ингибитор RMSD без ограничений RMSD (1 ограничение) RMSD (2 ограничения) 

1Q3D 3 5.648 1.739 1.870

1Q3W 4 7.583 6.412 6.432

1Q41 5 5.914 5.914 0.828

1Q4L 6 2.590 1.567 1.481

1Q5K 7 8.717 8.717 4.549

1UV5 9 0.457 0.660 0.660

1R0E 8 4.769 4.768 1.420

2O5K 11 9.052 2.936 2.936

2OW3 12 5.172 5.365 3.208

3I4B 17 7.449 6.672 7.751

3DU8 13 6.145 6.136 6.145

3L1S 18 1.080 1.132 1.132

3F88 15 6.742 6.742 —

3F7Z 14 7.107 5.326 —

3GB2 16 2.956 7.079 —

В качестве контрольного эксперимента был проведён докинг тех же ингибито-

ров без ограничений на наличие водородных связей либо с единственным ограниче-

нием на наличие водородной связи между амидным NH Val135 и ингибитором. В обо-

их  случаях  возможен  докинг  ингибиторов  14-16,  однако  предсказанная  структура 

комплекса  значительно  отличается  от  истинной;  кроме  того,  в  обоих  случаях  для 

большинства остальных лигандов наблюдается ошибочное предсказание способа свя-

зывания. Таким образом, использованная модель с двумя ограничениями оказывается 

более выгодной с точки зрения предсказания способа связывания, чем модели с мень-

шим числом ограничений.
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Таблица 2.3. Причины отличий результатов докинга от результатов рентгено-
структурного анализа.
Комплекс Ингибитор Визуальная оценка 

соответствия

Причина

1Q3D 3 Хорошее Несоответствие формы

1Q3W 4 Плохое Неучёт водородной связи NH···O

1Q41 5 Превосходное

1Q4L 6 Превосходное

1Q5K 7 Плохое Неучёт водородной связи CH···O

1UV5 9 Превосходное

1R0E 8 Хорошее Неверная конформация части молекулы

2O5K 11 Хорошее Неверная конформация части молекулы

2OW3 12 Среднее Несоответствие формы полости и лиганда

3I4B 17 Плохое Неучёт водородной связи CH···О

3DU8 13 Плохое Неучёт водородной связи CH···О

3L1S 18 Хорошее Несоответствие формы полости и лиганда

3F88 15 Не соблюдены ограничения Неучёт водородной связи CH···О

3F7Z 14 Не соблюдены ограничения Неучёт водородной связи CH···О

3GB2 16 Не соблюдены ограничения Неучёт водородной связи CH···О

Из 15 исследованных ингибиторов для восьми наблюдается адекватное пред-

сказание кристаллографической позиции (визуальная оценка качества от средней до 

превосходной). Форма области связывания не всегда идеальна для докинга некоторых 

ингибиторов  (ставроспорин  (комплекс  1Q3D),  ингибиторы  из  комплексов  2OW3, 

3L1S и 2O5K), что приводит к изменениям конформации по сравнению с кристалло-

графической при наличии таких степеней свободы (2O5K) либо к довольно значи-

тельному смещению молекулы в целом (1Q3D, 3L1S) или даже повороту её на 180º 

(2OW3; поворот практически не влияет на способ связывания в силу высокой симмет-

рии молекулы). Тем не менее, докинг этих ингибиторов следует признать успешным. 

Докинг альстерпауллона (комплекс 1Q3W) также привёл к ориентации, повёр-

нутой относительно исходной на 180º.  Основной причиной этого поворота является 

невозможность удовлетворения наложенным ограничениям, поскольку обе водород-

ные связи амидная группа ингибитора в нативной структуре образует с Val135. Необ-

ходимо отметить, что в такой ситуации возникает объёмистая полость между молеку-

лой и остатком-гейткипером Leu132, и никакое взаимодействие с карбонильным ато-

мом кислорода Asp133 невозможно.  При развороте молекулы достигается приемле-

мая ориентация, причём нитрогруппа направлена в сторону Arg141. Таким образом, 
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результаты докинга данного соединения можно считать приемлемыми для виртуаль-

ного скрининга, поскольку на их основе возможно дальнейшее уточнение ориентации 

ингибитора  с  помощью  программ  более  исчерпывающего  докинга,  таких,  как 

AutoDock. 

Для трёх ингибиторов (исходные комплексы 3F88, 3F7Z и 3GB2) попытки до-

кинга с использованием данных ограничений оказались неудачными, поскольку ни 

одна конформация ингибитора не удовлетворяла им. Необходимо отметить,  что  во 

всех этих комплексах наблюдается слабая водородная связь  между  ароматическим 

протоном и карбонильным атомом кислорода Asp133 (подробный обзор водородных 

связей СН···О см., например, в [161, 221]). Аналогичная водородная связь наблюдает-

ся также в комплексах 3DU8, 3I4B и 1Q5K, однако для них возможны и другие ориен-

тации, в которых возможно образование классических водородных связей с Asp133. 

Неучёт водородных связей СН···О является общим свойством всех современных прог-

рамм докинга, поэтому невозможно сказать, были бы кристаллографические конфор-

мации этих лигандов адекватно воспроизведены при учёте этих водородных связей. 

Данная особенность должна быть учтена в будущем при разработке новых и развитии 

существующих программ докинга. 

2.2.3.2. Статистическая валидация систем виртуального скрининга

Чаще всего качество системы виртуального скрининга исследуют с помощью 

анализа ROC (receiver operating characteristic, техническая характеристка приёмника 

[222]), главной стадией которого является построение кривой ROC (рис. 2.4), показы-

вающей зависимость количества верно классифицированных положительных приме-

ров (истинно положительные, или TP (true positive)) от количества неверно классифи-

цированных отрицательных примеров (ложно отрицательные, или FN (false negative)). 

В случае ранжирования результатов виртуального скрининга ROC-анализ показывает, 

сколько истинно положительных результатов оказалось ранжировано ниже истинно 

либо предположительно отрицательных,  а также вероятность правильного ранжиро-

вания двух произвольно выбранных соединений. Преимуществом метода является его 

независимость от числа соединений в выборках истинно активных и истинно неактив-

ных при сохранении распределения оценок. На рис. 2.4 видно, что все использован-

ные в данной работе оценочные функции дают положительное обогащение, однако 

разница между многими из них невелика. Более надёжную оценку качества классифи-

каторов можно получить с помощью других статистических параметров анализа.
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Рис.  2.4. Кривые ROC для различных оценочных функций при докинге в 
структуру киназы 1R0E.

Сравнение кривых ROC для различных оценочных функций можно осуществ-

лять с помощью параметров, приведённых в таблице 2.4. Важнейшим среди данных 

параметров является площадь под кривой (Area Under Curve, AUC), с помощью кото-

рой можно оценить общее качество модели; значение этой площади соответствует ве-

роятности  правильного  ранжирования  двух  произвольно  выбранных  соединений. 

Этот параметр максимален при использовании оценочной функции Chemscore; мини-

мально уступают ей функции ChemscoreR и Chemgauss3,  при этом разница между 

двумя последними функциями статистически незначима (p = 0.95). При оптимальном 

пороговом значении функция Chemgauss3 приводит к наилучшему соотношению до-

лей извлечённых истинно активных и истинно неактивных соединений  (tp/fp) среди 

перечисленных оценочных функций. Для функции Shapegauss этот параметр ещё бо-

льше, однако относительно низкая  AUC и невысокая  tp делают её менее предпочти-

тельной.  Также необходимо отметить значительный проигрыш  по всем параметрам 

популярных оценочных функций, основанных на силовых полях и потенциалах сред-

ней силы, которые, впрочем, предназначены не столько для виртуального скрининга, 

сколько для исследования способов связывания и построения корреляций между зна-

чением оценочной функции и аффинностью соединения. Неправильные конформации 

ингибиторов в центре связывания АТФ, полученные для многих молекул вследствие 
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наложения жёстких ограничений на присутствие определённых взаимодействий, при-

водят к занижению оценок функциями,  основанными на воспроизведении энергии 

связывания.  Напротив,  использование  эмпирических  либо  гауссовых  оценочных 

функций приводит к лучшему разделению активных и неактивных соединений даже 

при некорректном воспроизведении конформации ингибитора. Оптимизация структу-

ры комплекса средствами SYBYL (ChemscoreR, DR_score, GR_score, PMFR_score) в 

большинстве случаев приводит к ухудшению разделения,  хотя и незначительному; 

качество функций G_score и GR_score статистически неразличимо (p = 0.95). Причи-

ной такого поведения является значительное улучшение оценки неактивных соедине-

ний при оптимизации структуры комплекса, в частности, при изменении формы об-

ласти связывания и подгонке её под форму ложного лиганда. С другой стороны, неко-

торое  увеличение  AUC может  быть  следствием  более  значительного  выигрыша  в 

энергии при релаксации комплекса истинного лиганда по сравнению с аналогичным 

выигрышем при релаксации ложного лиганда; тем не менее, в данной ситуации это 

скорее исключение, чем правило.

Таблица 2.4. Результаты анализа ROC для различных оценочных функций при 
докинге в структуру киназы 1R0E. Максимальная точность предсказания (Accuracy, 
ACC)  достигается  при  использовании  оптимального  порогового  значения  (Optimal 
Threshold,  OT)  для отделения активных соединений от неактивных; при этом доля 
ложноположительных результатов равна fp, а доля извлечённых истинно положитель-
ных — tp. Nнеакт. = 3555, Nакт. = 1057.
Оценочная функция AUC ACC OT fp tp tp/fp BEDROC BEDROC1 Тип

Chemscore 0.824 0.812 -31.552 0.088 0.477 5.421 0.662 0.300 Эмпирическая

ChemscoreR 0.816 0.816 -32.505 0.078 0.459 5.917 0.690 0.322 Эмпирическая

Chemgauss3 0.800 0.826 -70.165 0.053 0.419 7.928 0.757 0.376 Форма

Screenscore 0.774 0.804 -108.669 0.074 0.393 5.310 0.646 0.284 Эмпирическая

Shapegauss 0.758 0.814 -485.035 0.038 0.315 8.305 0.700 0.319 Форма

OEChemscore 0.747 0.804 -39.320 0.046 0.299 6.529 0.657 0.286 Эмпирическая

PLP 0.746 0.805 -51.412 0.050 0.316 6.390 0.639 0.277 Эмпирическая

D_score 0.731 0.796 -134.486 0.044 0.261 5.870 0.610 0.250 Силовое поле

DR_score 0.728 0.801 -139.365 0.046 0.289 6.270 0.652 0.278 Силовое поле

GR_score 0.724 0.793 -269.042 0.028 0.190 6.892 0.633 0.256 Силовое поле

G_score 0.712 0.783 -244.950 0.028 0.148 5.378 0.572 0.217 Силовое поле

PMF_score 0.693 0.772 -72.722 0.014 0.052 3.696 0.445 0.150 PMF

PMFR_score 0.678 0.772 -69.795 0.008 0.034 4.171 0.455 0.155 PMF

Случайные числа 0.507 0.770 1.000 0.000 0.000 — — — Случайные числа
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Весьма важным параметром качества системы виртуального скрининга являет-

ся  возможность  так  называемого  «раннего  распознавания»  активных  соединений. 

Поскольку человеческие возможности ограничены, визуальный анализ способов свя-

зывания возможен для хитлистов объёмом не более нескольких тысяч соединений, 

получивших в ходе скрининга наивысшие оценки, причём в случае скрининга чрезвы-

чайно больших баз данных число анализируемых соединений составляет доли про-

цента от общего числа соединений в базе. Критерии качества раннего распознавания 

позволяют оценить  обогащение верхней части хитлиста  активными соединениями, 

что  является  мерой  потенциальной  применимости метода  скрининга  для  поиска  в 

больших базах данных. Метод ROC, несмотря на такие достоинства, как статистичес-

кая достоверность и устойчивость,  не позволяет провести подобную оценку; опти-

мальное пороговое значение соответствует различному обогащению и различным до-

лям хитлиста для разных оценочных функций. Существуют различные методы оцен-

ки  раннего  распознавания,  одним  из  наиболее  удобных  из  них  является  метод 

BEDROC (Boltzmann-Enhanced Discrimination of ROC, разделение ROC по распреде-

лению Больцмана [223]).  Подобно  AUC,  значение  BEDROC варьируется от 0 до 1; 

бóльшие значения соответствуют лучшему раннему распознаванию. Среди преиму-

ществ метода — простота расчёта и возможность непосредственного сравнения оце-

нок,  полученных от  различных классификаторов.  Подробное  рассмотрение  метода 

выходит за рамки данной работы. 

Метрика  BEDROC была рассчитана для всех описанных выше систем двумя 

способами: с использованием всей выборки истинно активных соединений (BEDROC) 

и с использованием бутстреппинга с сохранением распределения оценок в подвыбор-

ках (BEDROC1; подробное описание см. в гл.  5.2.3). Приблизительное соотношение 

оценок данной метрикой совпадает в обоих случаях, хотя в первом случае значения 

BEDROC значительно ближе к единице вследствие насыщения выборки активными 

соединениями. Наиболее качественное раннее обогащение, в соответствии с этой мет-

рикой, достигается с использованием оценочной функции Chemgauss3; немногим ей 

уступают оценочные функции Shapegauss и Chemscore. Интересен тот факт, что опти-

мизация структуры комплекса приводит к значительному улучшению раннего распоз-

навания — вероятно, из-за более значительного выигрыша в энергии при релаксации 

55



комплекса истинного лиганда по сравнению с аналогичным выигрышем при релакса-

ции ложного лиганда.

Распределения оценок для исследованных оценочных функций (рис.  2.5)  ил-

люстрируют приведённые выше рассуждения. В частности, видно, что для оценочной 

функции Chemgauss3 оценки для истинно активных соединений значительно смеще-

ны в сторону высоких оценок (большие отрицательные значения) по сравнению со 

всеми остальными выборками ложных лигандов.  Например, при выборе порогового 

значения оценки –80 число извлечённых истинно активных соединений значительно 

превосходит число извлечённых ложных ингибиторов. В случае с функцией Shape-

gauss разброс оценок для активных соединений значительно шире, вследствие чего 

степень извлечения истинно активных соединений при разумных порогах отсечения 

несколько  ниже.  Аналогичная  ситуация наблюдается  для  функций  OEChemscore, 

Screenscore и D_score (на рис. не показана). Недостаток функции PLP — высокая сте-

пень извлечения истинно неактивных соединений при всех пороговых значениях; по-

хожая проблема возникает при использовании функции Chemscore, однако в данном 

случае слишком высоко ранжируются многие соединения DS. Для функций G_score и 

PMF_score смещение распределения оценок для истинно активных соединений отно-

сительно  распределения  оценок  ложных  ингибиторов  практически  отсутствует  (в 

частности, в области высоких оценок), что делает использование данных функций для 

оценки результатов виртуального скрининга неоправданным. 
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Рис. 2.5. Распределения значений оценок для некоторых оценочных функ-
ций. Чёрным  цветом  обозначены  истинно  активные  соединения,  полосочками  — 
истинно неактивные,  клеточками — DUD,  белым цветом — DS.  Во всех  случаях 
разделение проводилось на 26 классов.
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Методы, основанные на структурах лигандов (фармакофорный поиск и одно-

классовый классификатор),  приводят к более  благоприятным статистическим  пара-

метрам  за счёт лучшего раннего обогащения (табл. 2.5). ROC-кривые приведены на 

рис. 2.6;  в качестве истинно активных использованы все истинно активные соедине-

ния (1402 соединения), в качестве ложных лигандов — все истинно неактивные сое-

динения, DS и DUD (3110 соединений). Следует отметить, что возможность использо-

вания всех истинно активных и истинно неактивных соединений является достоинст-

вом методов, основанных на структурах лигандов, по сравнению с докингом; тем не 

менее, принципиальной разницы между распределением свойств соединений для вы-

борок в целом и выборок сдокированных соединений нет, что позволяет непосредст-

венно сравнивать параметры ROC-кривых.  Соотношение истинно активных и неак-

тивных  соединений  среди  результатов,  превосходящих  пороговое  значение  (tp/fp), 

значительно превосходит аналогичное значение для докинга.

Таблица 2.5. Результаты анализа ROC для методов, основанных на структурах 
лигандов.
Оценочная функция AUC ACC OT fp tp tp/fp BEDROC BEDROC1 Тип

TanimotoCombo 0.867 0.846 0.429 0.048 0.611 12.76 0.966 0.592 Танимото

Tanimoto 

(одноклассовый)

0.892 0.880 0.407 0.042 0.641 15.12 0.895 0.566 Танимото

Случайные числа 0.507 0.770 1.000 0.000 0.000 — — — Случайные числа

Рис 2.6. Кривые ROC для методов, основанных на структурах ингибито-
ров, в сравнении с кривыми для лучших оценочных функций. Tanimoto — оценка 
одноклассового классификатора, TanimotoCombo — оценочная функция фармакофор-
ного поиска.
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Значение BEDROC для фармакофорной гипотезы значительно превышает соот-

ветствующее значение для докинга и равняется 0.966, что иллюстрируется распреде-

лением значений оценки (рис. 2.7А): TanimotoCombo > 0.530 встречается почти ис-

ключительно у активных соединений, а пороговое значение 0.452 приводит к извлече-

нию значительного числа истинно активных соединений при чрезвычайно небольшом 

количестве неактивных. Аналогичная ситуация наблюдается и для одноклассовой мо-

дели, хотя довольно значительное количество истинно активных соединений имеет 

низкие значения оценки вследствие неоднородного распределения классов истинно 

активных  соединений,  что  с  очевидностью  приводит  к  уменьшению  значения 

BEDROC. В частности, представители больших классов — бисарилмалеимиды, инди-

рубины и пиразолопиримидины — получают более высокие оценки, чем представите-

ли малых классов. Интересно отметить, что распределение оценок для активных сое-

динений  в моделях, основанных на лигандах, заметно отличается от распределений 

значений оценочных функций для результатов докинга: если последние преимущест-

венно имеют форму нормального распределения или подобного ему (рис. 2.5), то зна-

чения оценки по молекулярному подобию распределены несколько более широко, и в 

случае фармакофора имеются два выраженных максимума. Похожая ситуация наблю-

дается для оценки одноклассовой модели, которая, впрочем, распределена более рав-

номерно. В обоих случаях  известное число истинно активных соединений получает 

очень высокие оценки подобия, в то время как максимальные оценки для истинно не-

активных  соединений  относительно  невысоки.  Это  приводит  к  увеличению 

BEDROC1, однако не означает более качественного отделения активных соединений 

от неактивных по сравнению с моделями, основанными на докинге. Чрезвычайно вы-

сокие значения оценки для некоторых соединений свидетельствуют лишь об их при-

надлежности к определённому структурному классу и особенно характерны для пред-

ставителей обширных классов. Тем не менее,  такое смещение не является помехой 

для проведения виртуального скрининга на основе моделей, поскольку обогащение 

при оптимальном пороговом значении имеет приемлемую величину.
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А)

Б)

Рис. 2.7. А)  Распределение значений  оценки TanimotoCombo для оптимизиро-
ванной фармакофорной гипотезы №5. Б) Распределение значений индекса Танимото 
для истинно активных и неактивных соединений в одноклассовой модели.

Подводя итог  статистической валидации,  можно сделать  некоторые выводы. 

Прежде всего, можно видеть, что модели, основанные на лигандах, имеют значитель-

60



но лучшие параметры раннего обогащения по сравнению с докингом. В случае одно-

классовой модели это достигается за счёт высоких оценок, получаемых отдельными 

классами соединений.  Как следствие,  данная модель может считаться наиболее кон-

сервативной. В случае докинга многие соединения отбрасываются вследствие невоз-

можности удовлетворения ограничениям; это делает метод достаточно консерватив-

ным, но не ограниченным каким-либо конкретным классом соединений; иными сло-

вами, в качестве хита может быть идентифицировано любое соединение, обладающее 

подходящей молекулярной формой и удовлетворяющее ограничениям. Фармакофор-

ная гипотеза  с этой точки зрения наименее консервативна, поскольку молекулярная 

форма не является для неё жёстким критерием, и некоторые нарушения молекулярной 

формы, к которым фармакофорная гипотеза будет толерантна, могут быть неприемле-

мы  для  докинга.  Фармакофорная  гипотеза  и  одноклассовый  классификатор могут 

быть использованы для предварительного виртуального скрининга вследствие своей 

высокой скорости, однако окончательное решение в пользу той или иной молекулы 

должно производиться после анализа результатов докинга. Кроме того, метод докинга 

является наиболее приемлемым для идентификации новых потенциальных ингибито-

ров, заметно отличающихся от известных ингибиторов GSK-3.

2.2.4. Виртуальный скрининг библиотеки ZINC

2.2.4.1. Библиотека соединений

Залогом успеха виртуального скрининга является использование максимально 

большой и разнообразной библиотеки соединений; особый интерес представляет по-

иск среди соединений, которые были ранее синтезированы. Наибольшей библиотекой 

такого сорта является ZINC [224], которая содержит более 13 миллионов пространст-

венных структур коммерчески доступных либо описанных в литературе соединений. 

Докинг всего этого набора соединений нерационален с точки зрения производитель-

ности вычислений и эффективности скрининга по нескольким причинам. Во-первых, 

значительное число соединений в данной библиотеке принадлежит к сериям анало-

гов, характерным для коллекций соединений фирм-поставщиков, а также встречается 

существенное  число  дубликатов.  Во-вторых,  в  библиотеке  ZINC  содержится  мно-

жество соединений, обладающих слишком большой молекулярной массой либо избы-

точной конформационной подвижностью, что приводит к завышенной оценке прог-
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раммами докинга их способности к связыванию, а также значительно увеличивает 

среднее время, требуемое для обработки одной молекулы. В то же время основная 

цель виртуального скрининга состоит в идентификации ведущих соединений, пригод-

ных для дальнейшей структурной оптимизации, а не в поиске окончательных канди-

датов в лекарства. Вследствие всех этих фактов была проведена фильтрация библио-

теки ZINC и отбор структур потенциальных соединений-лидеров.

Фильтрация базы данных осуществлялась с помощью программы FILTER 2.0.1 

[209]. В данной программе используется набор разнообразных критериев, позволяю-

щих отобрать из базы данных соединения, похожие на соединения-лидеры [225] (под-

робное описание см. в. гл. 5.2.1). Итогом фильтрации базы данных ZINC стала библи-

отека  потенциальных  соединений-лидеров,  содержащая  1 204 522  структуры.  Сум-

марный объём библиотеки в формате .oeb.gz составляет 4.2 Гб.

2.2.4.2. Виртуальный скрининг методом докинга

Докинг подготовленной библиотеки ZINC осуществляли на  вычислительном 

кластере  с  использованием программы FRED.  Методика  высокопроизводительного 

докинга приведена в гл. 5.2.4. Всего было создано 36 хитлистов для всех возможных 

попарных комбинаций оценочных функций (табл. 2.6). Каждый из них был подверг-

нут визуальному анализу в программе VIDA 4.0 [209] с целью удаления соединений, 

не обладающих необходимой комбинацией взаимодействий с киназой либо зафикси-

рованных в нереалистичных конформациях. В частности, были отброшены молекулы, 

в которых донором и акцептором водородной связи с шарнирными аминокислотными 

остатками является одна и та же группировка, например, гидроксил; молекулы, фор-

мально удовлетворяющие изначальным ограничениям, однако расположенные непри-

емлемым образом. Оставшиеся молекулы в дальнейшем именуются «реалистичными 

результатами» (рис. 2.8).

После этого хитлисты были объединены и подвергнуты процедуре удаления 

дубликатов; окончательный хитлист состоит из 2565 соединений.

62



Таблица  2.6. Размеры  хитлистов  после  удаления  нереалистичных  хитов. 
Строки соответствуют первичной оценочной функции, столбцы — вторичной.

Chemgauss3 OEChemScore PLP ScreenScore Shapegauss Consensus Всего Всего 

различных

Chemgauss3 686 112 259 375 296 355 2083 1542 (74%)

OEChemScore 772 92 199 356 203 280 1902 1200 (63%)

PLP 647 90 134 176 126 182 1355 1022 (75%)

ScreenScore 654 102 157 270 247 315 1745 1285 (74%)

Shapegauss 614 150 166 285 252 307 1774 1293 (73%)

Consensus 580 127 179 300 216 322 1724 1200 (70%)

Всего 3953 673 1094 1762 1340 1761 10583

Всего 
различных

1208 (30%) 211 (31%) 417 

(38%)
596 (34%) 542 (40%) 652 (37%) 2565 (24%)

Chemgauss3
OEChemScore

PLP
ScreenScore

Shapegauss
Consensus

0
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1500

2000

2500
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Рис.  2.8.  Сравнительная эффективность  различных комбинаций оценоч-
ных функций. Горизонтальная ось соответствует первичной оценочной функции.

Анализируя  результаты виртуального  скрининга  по  структуре  1R0E,  можно 

сделать несколько важных выводов. Прежде всего, наибольшее число реалистичных 

результатов докинга может быть достигнуто при первичном скрининге с помощью 

оценочной функции Chemgauss3. Причиной этого является бóльшее число реалистич-

ных результатов при использовании остальных оценочных функций в качестве вто-

ричных. Использование функции Chemgauss3 в качестве вторичной оценочной функ-

ции также приводит к значительному увеличению числа реалистичных результатов.
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Использование  оценочной  функции  OEChemScore  в  качестве  первичной  и 

Chemgauss3  в  качестве  вторичной  является  наиболее  эффективной  комбинацией  с 

точки зрения реалистичности представленных результатов. Стоит также отметить од-

нородность результатов, получаемых с помощью OEChemScore в качестве первичной 

оценочной функции: среди данных результатов наименьшую долю (63%) составляют 

различные результаты, что свидетельствует о значительной частоте высокой оценки 

одних и тех же молекул вторичными оценочными функциями. Для остальных первич-

ных функций этот показатель примерно одинаковый и составляет 70 — 75%. 

Стоит отметить весьма посредственные результаты консенсусной оценки. Тем 

не менее, в данном случае такого результата стоило ожидать: все одиночные оценоч-

ные функции, за исключением Chemgauss3, дают от 10 до 35% реалистичных резуль-

татов. Поскольку при простой консенсусной оценке каждой функции присваивается 

равный вес, многие хиты, обнаруженные с помощью Chemgauss3, не получают доста-

точного количества высоких оценок от других оценочных функций. Впрочем, в лите-

ратуре обычно рекомендуют использовать не более трёх функций при консенсусной 

оценке [226], поскольку использование большего их числа ухудшает производитель-

ность системы виртуального скрининга.

Диапазоны значений оценок для предварительных хитлистов (до визуального 

анализа) приведены в табл. 2.7.  В подавляющем большинстве случаев первую пози-

цию хитлиста (минимальное значение оценки) занимает одно и то же соединение. 

Столь единодушное согласие оценочных функций является следствием оптимального 

набора водородных связей и гидрофобных контактов, образуемых данным соединени-

ем и киназой: три водородных связи с основной цепью шарнира, а также дополни-

тельная водородная связь с Lys85. Оценки энергии для последних соединений хитлис-

та близки между собой,  поскольку при огромном количестве проверяемых соедине-

ний разница между оценками не очень высоко ранжированных соединений невелика 

(рис. 2.9). Во всех случаях порог отсечения соответствует весьма благоприятным зна-

чениям раннего обогащения,  соответствующим незначительному содержанию лож-

ных ингибиторов. Единственным исключением является функция Shapegauss, для ко-

торой максимальные  значения  превышают оптимальное  пороговое  значение  (табл. 

2.7), что делает её наиболее специфичной среди использованных функций.
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Таблица 2.7. Минимальные и максимальные значения оценок в хитлистах.

Вторичная функция Первичная функция Минимум Максимум

Chemgauss3

Chemgauss3

Consensus

OEChemscore

PLP

Screenscore

Shapegauss

–95.29

–80.40

–78.80

–80.15

–80.07

–80.23

–79.37

OEChemscore

Chemgauss3 –50.56 –42.60

Consensus –49.37 –41.86

OEChemscore –50.56 –42.79

PLP –50.56 –42.73

Screenscore –50.56 –42.59

Shapegauss –50.32 –42.17

PLP

Chemgauss3

Consensus

OEChemscore

PLP

Screenscore

Shapegauss

–70.69

–58.74

–57.86

–59.15

–59.14

–58.93

–58.40

Screenscore

Chemgauss3

Consensus

OEChemscore

PLP

Screenscore

Shapegauss

–153.13

–127.34

–125.06

–127.25

–127.46

–127.80

–124.92

Shapegauss

Chemgauss3

Consensus

OEChemscore

PLP

Screenscore

Shapegauss

–512.75

–467.79

–469.53

–470.61

–470.39

–469.86

–473.64
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Рис. 2.9. Оценки для хитлиста Chemgauss3*Chemgauss3. Графики для других 
хитлистов выглядят аналогично.

Необходимо отметить, что значительное число истинно активных соединений 

(более  50%)  получили  оценки  ниже,  чем  использованный  нами  порог.  В  данной 

ситуации это не является проблемой, поскольку основная задача нашего виртуального 

скрининга — идентификация новых ведущих соединений, а не поиск всех возможных 

ингибиторов. В случае скрининга небольших баз данных основным критерием может 

являться качество сгенерированной ориентации молекулы в области связывания, в то 

время как при скрининге огромных баз данных важно ограничиться внимательным 

исследованием относительно небольшого набора соединений. 

Для упрощения анализа окончательного хитлиста мы проводили разбиение его 

на кластеры родственных соединений с помощью программы LibMCS [227], которая 

позволяет идентифицировать максимальные общие подструктуры (MCS) в библио-

теке соединений. Оптимальное соотношение количества кластеров и их населённости 

достигается при использовании минимального размера MCS, равного 8 атомам, и пя-

ти уровней глубины. Хитлист отличается достаточно высоким химическим разнооб-

разием: имеется 79 кластеров верхнего уровня, а общее число кластеров составляет 

543, при этом всего 16 кластеров состоят из единственного соединения (рис. 2.10). Ро-
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дительские структуры кластеров, упорядоченные по населённости, приведены на рис. 

2.11 и 2.12. Наиболее населённый кластер (558 соединений) соответствует фрагменту 

этилбензола, следом за ним идут фрагменты анизола (334 соединения) и N-метилани-

лина (284 соединения). Многие представители этих кластеров, в особенности первого 

из них, не могут быть сгруппированы в чётко выделяемые структурные классы в силу 

отсутствия близких аналогов в хитлисте. Кластеры 64 — 79 состоят из единственного 

представителя.  Каких-либо закономерностей, связывающих высокие оценки с распо-

ложением в определённой ветви, выявить не удалось вследствие высокого разнообра-

зия  предложенного  хитлиста.  Единственное  утверждение,  которое  можно  считать 

достаточно надёжным, гласит, что для некоторых небольших ветвей (к примеру, 32, 

рис. 2.11) характерны высокие оценки. 

Рис.  2.10. Разбиение хитлиста  докинга на кластеры. Пять уровней соответ-
ствуют глубине дерева: на нижнем уровне находятся отдельные соединения, на верх-
нем — 79 кластеров верхнего уровня.
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Рис 2.11. Родительские структуры кластеров 1 — 40. Число элементов клас-

тера указано после ElementCount.
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Рис  2.12.  Родительские  структуры  кластеров  41  —  79. Число  элементов 

кластера указано после ElementCount.

Мы приведём лишь наиболее интересные и перспективные для дальнейшей оп-

тимизации соединения, а также хиты, получившие наивысшие оценки отдельных оце-

ночных функций (табл. 2.8). Особый интерес представляют также соединения, имею-

69



щие дополнительные  водородные  связи  помимо установленных в  ограничениях,  а 

также взаимодействующие с карманом между Leu132, Lys85 и Met101. Небольшой 

гидрофобный заместитель в этом кармане позволяет создавать селективные относи-

тельно CDK ингибиторы, поскольку в позиции 132 CDK несут остаток фенилаланина, 

объём боковой цепи которого больше, чем у лейцина.

Таблица 2.8. Результаты виртуального скрининга, основанного на структуре белка.
Номер Структура Кла-

стер

Способ связывания

64

Лучший по консенсусу

1

65

Циклопропильный 
фрагмент в полости 
между Leu132, Lys85 и 
Met101, единственное 
соединение, проходящее 
по OT пяти функций

4

66

Хит Chemscore, 
проходит по OT 
остальных функций, 
гидрофобное 
взаимодействие с 
Leu132

5
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Номер Структура Кла-

стер

Способ связывания

67

Заместитель в 

гидрофобной полости, 

водородные связи с 

Tyr134, хит PLP

2

68

Интересный 
заместитель, 
контактирующий с 
Phe67

42

69

Заполнение 

гидрофобной полости, 

хит OEChemscore

1
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Хит Screenscore, 

водородная связь с 

Lys85, π-π-

взаимодействия с Phe67

1
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Номер Структура Кла-

стер

Способ связывания

71

Три водородных связи с 

шарниром, фенил в 

гидрофобном кармане

3

72

Хит Shapegauss

18

2.2.4.3. Виртуальный скрининг по фармакофорной гипотезе

При скрининге библиотеки соединений, описанной в разд. 2.2.1, размер хитлис-

та был установлен равным 5000 соединений. Последнее соединение хитлиста имеет 

значение TanimotoCombo = 0.440, пороговое значение 0.452 отсекает 2580 соедине-

ний, а значение 0.530 — 14 соединений. Максимальное значение подобия составляет 

0.561 для соединения  73. Соединения с более высоким подобием составляют лишь 

11% истинно активных соединений (рис. 2.7), что позволяет сделать вывод о вероят-

ном высоком обогащении хитлиста.

Ни одно соединение из отобранных не содержит все три важных элемента, не 

выходя при этом за пределы фармакофорной области пространства и заполняя отно-

сительно большую её часть. Следствием этого являются в целом невысокие значения 

молекулярного подобия для этих соединений. В то же время среди известных ингиби-

торов такие соединения есть, что заставляет исследователя не останавливаться на до-

стигнутом. Наиболее рациональными выглядят две стратегии дальнейшего дизайна: 
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(1) введение дополнительных доноров/акцепторов водородной связи в циклах при на-

личии гидрофобного элемента и (2) введение гидрофобных заместителей в соедине-

ния, содержащие необходимую систему доноров/акцепторов водородной связи.  Вве-

дение дополнительных доноров/акцепторов в циклах необходимо потому, что соеди-

нения с избыточной конформационной подвижностью имеют большие шансы взаимо-

действия  со  многими  побочными  мишенями  в  разных  конформациях,  что  может 

иметь непредсказуемые последствия.

Анализ химического разнообразия результатов фармакофорного поиска (рис. 

2.13) также проводился с использованием программы LibMCS. Оптимальное соотно-

шение числа кластеров и их населённости достигается при использовании 5 уровней 

глубины и минимального размера общей подструктуры в 7 атомов: при этом имеется 

64 кластера верхнего уровня, а общее число кластеров составляет 436. Более полови-

ны соединений относится к кластеру 1 (родительская структура — толуол),  и более 

80% соединений относится к первым трём кластерам (рис. 2.14).  Двенадцать класте-

ров состоят из единственного соединения. При использовании параметров, аналогич-

ных таковым для результатов докинга (5 уровней, 8 атомов в MCS), число родитель-

ских структур оказывается равным 98, а общее число кластеров — 655. Из этого сле-

дует, что химическое разнообразие фармакофорного хитлиста меньше, чем химичес-

кое  разнообразие  результатов докинга,  поскольку при увеличении хитлиста  в  1.94 

раза общее число кластеров увеличивается лишь в 1.61 раза, а число родительских 

структур — в 1.57 раза,  что свидетельствует о более высокой консервативности  ре-

зультатов ВС по фармакофорной гипотезе по сравнению с докингом.

Рис. 2.13. Разбиение фармакофорного хитлиста на кластеры. Глубина дерева сос-
тавляет 5 уровней.
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Рис. 2.14. Родительские структуры кластеров результатов фармакофорно-
го поиска. Число элементов кластера указано после ElementCount.

В таблице 2.9 приведены структуры наиболее высоко оцененных соединений, а 

также пример молекулы, содержащей все четыре важных фармакофорных элемента. 

Стоит отметить, что ни одна из приведённых здесь молекул не содержит донорных 

либо акцепторных фармакофорных элементов, важность которых невелика (6 крас-
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ных и синих решётчатых шаров в нижней части рисунка). Данные взаимодействия не 

являются  ключевыми для  активности  и  соотносятся  с  наличием соответствующих 

группировок в шаблонных молекулах. Тем не менее, их наличие могло бы увеличить 

подобие и потенциальную активность, поскольку в данной фармакофорной гипотезе 

оставлены  лишь  те  фармакофорные  особенности,  которые  соответствуют  опреде-

лённым взаимодействиям с киназой. Таким образом, данные фрагменты позволяют 

планировать дальнейшую оптимизацию предложенных соединений лидеров с целью 

создания более специфичных структур.

Таблица 2.9. Некоторые хиты, идентифицированные с помощью фармакофор-
ного поиска, упорядоченные по значению оценки TanimotoCombo.
Оценка Номер Кластер Структура Наложение на фармакофор

0.561 73 1

Отсутствует один из 
важных донорных атомов, 
небольшой объём

0.547 74 22

Донорная позиция занята 

пиримидиновым 

фрагментом
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Оценка Номер Кластер Структура Наложение на фармакофор

0.543 75 3

Отсутствует донорный 

атом

0.542 76 22

Неправильная ориентация 

донора; донорная позиция 

занята пиримидиновым 

фрагментом

0.542 77 1

Акцептор вместо донора

0.538 78 20

Донорная позиция занята 

пиримидиновым 

фрагментом
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Оценка Номер Кластер Структура Наложение на фармакофор

0.537 79 15

Небольшой объём

0.534 80 9

Малый объём, 
гидрофобный фрагмент 
удалён, однако 
полициклический 
фрагмент весьма 
перспективен

0.533 81 1

Отсутствие донора

0.532 82 9

Малый объём, 
гидрофобный фрагмент 
удалён, однако 
полициклический 
фрагмент весьма 
перспективен

77



Оценка Номер Кластер Структура Наложение на фармакофор

0.531 83 52

Малый объём, акцептор 
вместо донора, гидроксил 
в качестве донора, нет 
гидрофобного фрагмента

0.531 84 1

Отсутствие донора, 

слишком высокая 

конформационная 

подвижность

0.493 85 31

Все необходимые 

взаимодействия имеются, 

однако объём слишком 

мал

2.2.4.4. Виртуальный скрининг методом одноклассовой классификации

Ключевая особенность скрининга по нейросетевой модели  с использованием 

одноклассового классификатора состоит в том, что никакие молекулярные особеннос-

ти, важные для связывания, не задаются в явном виде при обучении модели. Единст-

венный способ настройки модели — использование специальным образом сконструи-
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рованных  обучающих  выборок;  ограничением  такого  подхода является  необходи-

мость использования контроля при обучении, что требует использования объёмистых 

выборок. Другая проблема возникает при обучении модели на соединениях, принад-

лежащих к одному структурному классу: в таком случае модель позволяет лишь отли-

чить соединения этого класса от всех остальных, что малопригодно для широкомас-

штабного виртуального скрининга.  Наиболее надёжен вариант обучения модели на 

основе всех структур истинно активных соединений, что позволяет провести её все-

стороннюю внутреннюю валидацию. 

Данный метод является наиболее консервативным из всех, использованных в 

данной работе, поскольку позволяет отбирать лишь соединения, обладающие относи-

тельно высоким подобием обширным классам известных ингибиторов.  Всего было 

отобрано 8757 соединений, для которых значение индекса Танимото превышает поро-

говое значение 0.400, из них у 435 Tanimoto > 0.5, а у шести — > 0.6. Эти шесть сое-

динений приведены в таблице 2.10.  Нетрудно заметить, что у первого соединения в 

списке (86) отсутствует киназный фармакофор (высокий уровень подобия достигается 

вследствие наличия фрагментов индола и малеимида), соединения 88 — 90 являются 

амидами α,β-непредельных карбоновых кислот (амидная связь — единственный фраг-

мент потенциального киназного фармакофора) и обладают высокой конформацион-

ной подвижностью, а соединение 91 — известный ингибитор GSK-3β алоизин (раздел 

1.4.1). Таким образом,  применение одноклассового классификатора в качестве един-

ственного метода виртуального скрининга не выглядит оправданным; более рацио-

нальный подход — сочетание классификатора с фармакофорным поиском либо до-

кингом. 
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Таблица 2.10. Примеры хитов, идентифицированных с помощью одноклассо-
вого классификатора

Tanimoto Номер Структура

0.648 86

0.639 87

0.622 88

0.614 89

0.614 90

0.610 91

2.2.4.5. Перекрёстный виртуальный скрининг

Использование трёх принципиально различных методов виртуального скринин-

га неизбежно приводит к вопросу: идентифицируются ли с их помощью одни и те же 

соединения? Для ответа на этот вопрос мы провели перекрёстный виртуальный скри-

нинг, суть которого заключалась в скрининге хитлистов, сформированных с помощью 
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каждого метода, с помощью моделей двух других методов. Хиты разных методов от-

бирали по принципу превышения OT оценки; в случае докинга достаточным усло-

вием считали превышение OT хотя бы для одной из оценочных функций. Вследствие 

довольно строгих ограничений в каждой из моделей степень пересечения хитлистов 

достаточно невелика (рис. 2.15). Наименьшей степенью пересечения отличается одно-

классовый классификатор. Причиной такого поведения является значительное число 

соединений,  не содержащих комбинаций фармакофорных элементов,  необходимых 

для удачного докинга либо наложения на фармакофорную гипотезу. При докинге со-

единений, отобранных с помощью этого классификатора, лишь два из них получили 

приемлемые  оценки  от  трёх  оценочных  функций  из  пяти  использованных  (Chem-

gauss3, OEChemscore, ScreenScore); остальные хиты получили приемлемые оценки от 

меньшего числа функций. Напротив, пересечение хитлистов, полученных после до-

кинга и фармакофорного поиска, довольно значительно.  Ограничения, использован-

ные при докинге, не полностью комплементарны фармакофорной гипотезе: при до-

кинге требуется наличие двух водородных связей, в то время как фармакофорная ги-

потеза приветствует наличие системы из трёх водородных связей и занижает оценки 

тем соединениям, которые имеют лишь две из них. В то же время некоторые соедине-

ния, обладающие необходимой комбинацией фармакофорных элементов, достаточно 

малы и вследствие этого не могут получить высокие оценки при докинге (например, 

85, табл. 2.9). Тем не менее, стремиться к более высокой степени пересечения хитлис-

тов, полученных разными методами, не следует. Интересные соединения-лидеры мо-

гут быть идентифицированы с помощью любого метода,  требуется лишь отсев заве-

домо неприменимых либо слишком тривиальных структур. Критерий отсева можно 

сформулировать следующим образом: необходимо, чтобы можно было осуществить 

успешный докинг предлагаемого соединения в одну из доступных структур киназы 

без использования структурных ограничений, результатом которого является  реа-

листичная структура комплекса (см. раздел 2.2.4.2). Этот критерий важен не только 

для систем виртуального скрининга, основанных на структурах известных ингибито-

ров, но и для докинга со структурными ограничениями, поскольку с его помощью мо-

жет быть предложена реалистичная структура, не воспроизводимая иными методами.
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Рис. 2.15.  Число хитов для различных методов оценки. Хиты попадают в 
пересечение,  если  оценка  для  обоих  методов  превосходит  оптимальное  пороговое 
значение OT.

Два соединения  (92, 93) оцениваются как вероятные ингибиторы всеми тремя 

использованными методами  (табл. 2.11). Эти ингибиторы близки к некоторым опи-

санным ранее ингибиторам [144, 160],  однако не являются их полными аналогами. 

Оба соединения образуют три необходимых водородных связи с шарнирной областью 

и имеют необходимый заместитель для взаимодействия с гидрофобной областью ря-

дом с остатком Leu132. Интересно, что в наложении на фармакофор аминопиразоло-

пиримидиновый фрагмент обеих молекул находится в одной и той же ориентации, а в 

структурах комплексов, предложенных с помощью докинга, — в различных, повёрну-

тых друг относительно друга на 180º.  Это различие возникает вследствие разницы в 

объёмах заместителей: азепановый фрагмент второго соединения не может быть при-

нят в гидрофобную полость рядом с  Leu132 в отличие от 4-метилпиперидинового 

фрагмента первого соединения. Как следствие, всеми оценочными функциями за ис-

ключением Chemgauss3 второе соединение оценивается ниже. Благодаря взаимодей-

ствию с данной полостью можно предположить, что эти соединения будут селектив-

ны по отношению к CDK; для достижения же более высокой аффинности можно ис-

следовать родственные гетероциклы и другие подобные соединения.
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Таблица 2.11. Соединения, получившие приемлемые оценки всеми тремя методами.
Номер Структура Tani-

moto

Наложение на фарма-
кофорную гипотезу

Способ связывания

92 0.417

93 0.409

Интересно отметить, что большинство соединений, положительно оцененных 

более чем одним способом, не получили высоких оценок. Причиной такого поведения 

является тот факт, что высокая оценка каким-то из методов означает лишь, что соеди-

нение чрезвычайно хорошо подогнано под условия, сформулированные в модели, по-

строенной этим методом. В частности, ни одно из миллионов соединений не имеет 

оценки  Tanimoto  одноклассового  классификатора  выше,  чем  0.65,  в  то  время  как 

среди соединений обучающей выборки максимальная оценка составляет 0.92. Анало-

гичная ситуация наблюдается для фармакофорной гипотезы, согласно которой макси-

мальная оценка для истинно активного соединения составляет 0.739, а для наилучше-

го из хитов ZINC (73) — 0.561. Достижение максимально возможной оценки не обяза-

тельно приведёт к созданию соединения с необходимыми свойствами или хотя бы об-

ладающего достаточной новизной. С другой стороны,  при докинге лучшие значения 

оценочных функций для ZINC примерно соответствуют лучшим значениям для ис-

тинно активных соединений, что связано с возможностью удовлетворения требуемым 

характеристикам даже для достаточно сильно отличающихся от известных ингибито-

ров молекул. Таким образом, предложенные соединения отличаются структурной но-

визной, поскольку их подобие известным ингибиторам относительно невелико, и в то 

же время с высокой статистической достоверностью могут являться ингибиторами 

GSK-3.
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2.3. Неконсервативный виртуальный скрининг

Методы неконсервативного виртуального скрининга не требуют или не могут 

быть подвергнуты строгой статистической валидации. При использовании таких ме-

тодов  обычно  стоит  задача  нахождения  потенциальных ингибиторов,  обладающих 

максимальной молекулярной новизной. Как следствие, дальнейшие действия по ди-

зайну конкурентных ингибиторов на их основе имеет смысл предпринимать только 

после экспериментального доказательства их эффективности in vitro. 

Мы использовали два метода неконсервативного скрининга: поиск по наличию 

подструктуры и поиск по электростатическому подобию.

2.3.1. Поиск по наличию подструктуры

Ключевой вклад во взаимодействие ингибитора с киназой вносят водородные 

связи с основной цепью шарнирной области.  Наиболее активные ингибиторы ряда 

индирубинов, а также химениальдизин (35, рис. 2.16), образуют три водородных свя-

зи с основной цепью остатков Asp133 и Val135. Минимальная структура, комплемен-

тарная данному фрагменту, выделена красным цветом на рис. 2.16А и представляет 

собой  фрагмент  глицинамида.  Мы  провели  поиск  соединений,  содержащих  такой 

фрагмент,  в  базе  соединений,  поставляемых компанией Asinex  (372 187 структур). 

Скрининг данной библиотеки проводился без предварительной фильтрации, посколь-

ку все соединения библиотеки доступны для приобретения и дальнейшего проведе-

ния биологических испытаний. 

А)  Б) 

Рис. 2.16. Взаимодействие химениальдизина и GSK-3. А) Структура химени-
альдизина. Фрагмент, взаимодействующий с шарниром, выделен красным. Б) Способ 
связывания химениальдизина и GSK-3 (результат докинга AutoDock 4.01). 
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В ходе подструктурного поиска было идентифицировано 34323 соединения, об-

ладающих соответствующим фрагментом, причём 1378 из них имеют по протону на 

каждом из атомов азота. Поскольку их химическое разнообразие весьма велико, а на-

личие искомой подструктуры не коррелирует с её расположением в молекуле и фор-

мой молекулы, был проведён докинг хитов в структуру 1R0E (гл. 2.2.2).  Результаты 

докинга были получены для 834 соединений, для остальных хитов не было обнаруже-

но допустимых ориентаций. Дополнительное внимание было уделено соединениям, в 

которых глицинамидный фрагмент входит в состав полициклической системы. 

Подавляющее большинство хитов, извлечённых из базы Asinex, содержит гли-

цинамидный фрагмент в качестве линкера, соединяющего ароматические группиров-

ки. Поскольку при подготовке базы данных к скринингу не производилась предвари-

тельная фильтрация, среди хитов имеется немалое количество крупных и конформа-

ционно подвижных молекул, а также многочисленные спироциклические соединения 

(табл. 2.12). Эти соединения представляют значительный интерес, поскольку ранее не 

были предложены спироциклические ингибиторы GSK-3; тем не менее, требуется не-

которое изменение их структуры для достижения необходимых значений оценочных 

функций, в частности, изменение относительного расположения некоторых замести-

телей.  Значительный интерес в качестве ведущих соединений представляют неболь-

шие полициклические соединения, обладающие необходимым фармакофором. В силу 

своего небольшого молекулярного объёма они не получают высоких оценок програм-

мами докинга, однако при добавлении необходимых заместителей оценка их энергии 

связывания значительно улучшается. Необходимые заместители могут быть заимст-

вованы из других высоко ранжированных соединений, например, 99, несущего карбо-

нильную группу, вступающую в водородную связь с Asn185. Само соединение 99  мо-

жет оказаться неактивным, поскольку в предлагаемой конформации в нём имеется 

цис-амидная связь. Тем не менее, небольшие изменения в его структуре (добавление 

соответствующего цикла) должны привести к соединению с благоприятной конфигу-

рацией 
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Таблица  2.12. Некоторые  хиты из  библиотеки  Asinex,  содержащие  глицин-
амидный фрагмент.
Номер Структура Способ связывания

94

Приемлемые значения Chemgauss3 

и Screenscore

95

Приемлемые оценки PLP, 

Chemgauss3, Screenscore и 

OEChemscore. Высокая 

конформационная подвижность.

96

Приемлемые оценки Shapegauss, 
PLP, Chemgauss3, Screenscore. 
Водородная связь с Tyr134. 
Высокая конформационная 
подвижность.
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Номер Структура Способ связывания

97

Приемлемые оценки Shapegauss и 

Screenscore. Высокая 

конформационная подвижность.

98

Приемлемые оценки Shapegauss, 

PLP, OEChemscore, Screenscore. 

Цис-амидная связь.

99

Приемлемые оценки Shapegauss, 

PLP, OEChemscore, Chemsgauss3, 

Screenscore. Цис-амидная связь. 

Водородная связь с Asn185.
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2.3.2.  Фармакофорный  поиск  по  электростатическому 

подобию

Методология ROCS сама по себе не позволяет учитывать электростатические 

свойства молекул. В то же время электростатический потенциал является одной из 

важнейших характеристик  молекулы,  определяющей возможность  её  связывания с 

биомишенью.  Мы провели виртуальный скрининг базы данных ZINC, подготовлен-

ной как описано в разделе 5.2.1, с целью нахождения аналогов одного из самых актив-

ных ингибиторов GSK-3, химениальдизина. Особенностью данной молекулы является 

специфическое электростатическое поле, возникающее благодаря наличию значитель-

ного числа гетероатомов (рис. 2.17). 

Рис. 2.17. Электростатическое поле молекулы химениальдизина. Заряды на 
атомах расставлены по схеме MMFF94.

На первой стадии была подготовлена фармакофорная гипотеза ROCS, соответ-

ствующая данной структуре, после чего было проведено фильтрование библиотеки по 

подобию данной гипотезе. Всего было идентифицировано 85 000 соединений (по 500 

хитов для каждой из 170 частей библиотеки), которые были в дальнейшем профильт-

рованы согласно электростатическому подобию  молекуле химениальдизина  с помо-

щью программы EON [209]. Поскольку объём молекулы химениальдизина невелик по 

сравнению с многими другими ингибиторами GSK-3, распределение её электронной 

плотности значительно отличается от большинства других ингибиторов и не позволя-

ет провести статистическую валидацию данного фильтра.  Тем не менее,  молекулы 

близкого размера и с близким распределением электростатического потенциала долж-

ны проявлять сходные свойства, что делает оправданным применение данного мето-

да.

Наиболее высоко оцененные результаты фильтрования по электростатическому 
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подобию представлены на рис. 2.18.  Общий размер хитлиста EON составляет 1830 

структур. В данном случае высокая оценка достигается благодаря значительному по-

добию в области аминоимидазолонового фрагмента; при этом подобие в области вза-

имодействия с шарниром значительно меньше из-за отсутствия в базе аналогов соот-

ветствующей циклической системы. Тем не менее, для некоторых из этих молекул 

возможно взаимодействие с  шарниром  вследствие образования водородных связей 

CH···O. 

Рис.  2.18.  Некоторые результаты фильтрования по электростатическому 
подобию молекуле химениальдизина.

Кроме того, возможно наличие молекул, взаимодействующих с шарниром, сре-

ди более низко оцененных  соединений. Для проверки последнего утверждения был 

проведён докинг хитлиста EON в структуру киназы 1R0E, в результате чего был по-

лучен хитлист, состоящий из 831 молекулы. Структуры наиболее высоко оцененных 

хитов данного докинга приведены на рис. 2.19,  из которого следует, что определён-

ным электростатическим подобием обладают даже весьма непохожие на структуру 

шаблона молекулы, которые могут быть использованы в качестве ведущих соедине-

ний для дальнейшей оптимизации. Большая часть молекул, похожих на химениальди-

зин, обладает небольшим молекулярным объёмом, что делает их оценки для докинга 

также небольшими. Наиболее интересен тот факт, что многие хиты данного докинга 

(например, те, которые приведены в первой строке рис. 2.19) были также идентифи-
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цированы при виртуальном скрининге  путём докинга (раздел 2.2).  Таким образом, 

наблюдается  конвергенция  результатов  виртуального  скрининга,  основанного  на 

структуре киназы и структурах лигандов, что позволяет сделать вывод о надёжности 

предлагаемых результатов. 

Рис. 2.19. Некоторые хиты, идентифицированные путём докинга хитлиста EON.

2.4. Количественные соотношения «пространственная струк-

тура — активность» для конкурентных ингибиторов GSK-3 

Моделирование количественных соотношений «пространственная структура — 

активность» (3D-QSAR) проводилось методами сравнительного анализа молекуляр-

ных полей (CoMFA [175]) и сравнительного анализа индексов молекулярного подо-

бия  (CoMSIA  [176])  для  наиболее  обширных  серий  конкурентных  ингибиторов 

GSK-3. Предпочтение отдавалось данным, полученным в одной лаборатории, что поз-

воляло использовать для построения модели значения IC50 без предварительной обра-

ботки. В случае серии малеимидов значения IC50 были получены из разнородных ис-

точников, вследствие чего был осуществлён пересчёт значений IC50 в значения кон-

стант ингибирования (Ki) при помощи уравнения Ченга — Прусоффа [206]. Модели-

рование  проводилось  средствами  программного  комплекса  SYBYL 8.0  [217];  про-

странственные структуры соединений выборок генерировались с помощью ConCoord 

8.0. Наложение молекул проводилось по общему фрагменту. С целью построения бо-
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лее надёжных моделей во всех случаях был проведён анализ влияния метода расчёта 

частичных атомных зарядов на статистические параметры модели (подробное описа-

ние см. в гл. 5.1). При оценке предсказательной способности моделей мы руководст-

вовались коэффициентами корреляции скользящего контроля q2. 

2.4.1. Моделирование 3D-QSAR для серии алоизинов

Алоизины — серия соединений (рис.  2.20), обладающих ингибиторной актив-

ностью по отношению к киназам CDK1, CDK2, CDK5 и GSK-3 [141]. Простота выде-

ления общего фрагмента и однородность серии делают её пригодной для анализа ме-

тодами CoMFA и CoMSIA, несмотря на относительно узкий диапазон активности сое-

динений выборки (pIC50 4.07 ÷ 7.00). 

А)  Б) 

Рис. 2.20. Алоизины. А) Общая формула; Б) 100.

При анализе выборки методом CoMFA было обнаружено, что соединение 100 

представляет собой выброс при использовании многих зарядовых схем, в связи с чем 

данное соединение было исключено из выборки, и дальнейший анализ производился 

без его учёта. Результаты анализа приведены в таблице 2.13. Оптимальными статис-

тическими  параметрами  обладает  модель,  построенная  с  использованием  зарядов 

RESP;  среди  более  простых  методов  расчёта  атомных  зарядов  выделяется  схема 

КСМ. 

Таблица 2.13. Результаты анализа CoMFA для выборки алоизинов с исключён-
ным выбросом (N = 34)3.
Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 2 3 4 4 3 3 4 4 4 4 

Q2 (LOO) 0.345 0.464 0.485 0.485 0.222 0.489 0.506 0.503 0.506 0.429 

Q2 (CV) 0.306 0.423 0.445 0.440 0.247 0.392 0.461 0.483 0.447 0.396 

R2 0.717 0.858 0.883 0.890 0.774 0.876 0.896 0.897 0.889 0.875 

S 0.328 0.237 0.218 0.212 0.296 0.220 0.206 0.205 0.213 0.225 

F (2;32) 
40.572

(3;31) 
62.266

(4;30) 
56.356

(4;30) 
60.445

(3;30) 
34.223

(3;31) 
73.321

(4;30) 
64.359

(4;30) 
65.111

(4;30) 
59.946

(4;30) 
52.683 

3 Здесь и далее в таблицах жирным шрифтом выделены оптимальные значения статистических параметров. N 
— число соединений, использованных для построения модели; n — число параметров модели, Q2 (LOO) — 
коэффициент корреляции скользящего контроля методом исключения по одному,  Q2 (CV) — коэффициент 
корреляции  скользящего  контроля,  R2

 —  коэффициент  корреляции  модели,  S —  стандартная  ошибка 
прогноза, F — критерий Фишера (N, n).
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Результаты анализа CoMSIA менее однозначны (табл. 2.14). Несмотря на отсут-

ствие статистических выбросов в данном случае, статистические параметры заметно 

разнятся для различных схем расчёта атомных зарядов. Коэффициенты корреляции 

скользящего  контроля  оптимальны для  зарядовой  схемы АМ1-ВСС и значительно 

превосходят соответствующие коэффициенты для других зарядовых схем. В то же 

время R2 максимален, а стандартная ошибка минимальна для схемы DENR, что явля-

ется следствием переучивания модели. Общая значимость модели, оцениваемая кри-

терием Фишера, практически идентична для схем MMFF и АМ1-ВСС. 

Таблица 2.14. Результаты анализа CoMSIA для выборки алоизинов (N = 35).

Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 5 5 9 7 4 9 5 5 8 4 

Q2 (LOO) 0.080 0.097 0.072 0.364 0.268 0.099 0.046 0.075 0.190 0.207 

Q2 (CV) 0.053 0.033 0.086 0.361 0.244 0.115 0.061 -0.007 0.017 0.166 

R2 0.802 0.871 0.927 0.910 0.804 0.932 0.856 0.862 0.916 0.784 

S 0.306 0.231 0.186 0.199 0.278 0.180 0.244 0.235 0.196 0.284 

F (5;30) 
24.328

(5;30) 
40.433

(9;26) 
36.765

(7;28) 
40.360

(4;30) 
30.684

(9;26) 
39.418

(5;30) 
35.614

(5;30) 
37.507

(8;27) 
36.900

(4;31) 
30.662

Вследствие  ограниченности  разнообразия  заместителей  в  положениях  2  и  3 

пирролопиридазинового фрагмента молекулярные поля окружают противоположную 

часть молекулы (рис. 2.21). Наиболее однозначная картина вырисовывается в случае 

модели CoMFA: благоприятным для увеличения активности будет наличие объёмис-

того заместителя в положении 7 и отрицательно заряженного заместителя в пара-по-

ложении фенила. В случае, если связывание алоизина определяется образованием во-

дородных связей между шарнирной областью и пирролопиридазиновым фрагментом, 

данные заместители соответствуют заполнению рибозного кармана и взаимодейст-

вию с Arg141 соответственно.  Молекулярные поля модели CoMSIA соответствуют 

тем же взаимодействиям.
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А) Б) В)

Рис.  2.21.  Молекулярные  поля  для  алоизинов. а)  Молекулярные  поля  модели 
CoMFA4 с зарядами RESP; б) и в) молекулярные поля модели CoMSIA5 с зарядами 
AM1-BCC.

2.4.2. Моделирование 3D-QSAR для серии индирубинов

Индирубины — ингибиторы циклин-зависимых киназ и GSK-3, впервые выде-

ленные из традиционного китайского противоракового лекарства. Структура индиру-

бинов родственна структуре индиго, однако данные соединения имеют красную либо 

пурпурную окраску,  из-за чего и получили своё название.  Соединения данного ряда 

часто обладают значительной ингибиторной активностью  (pIC50 до 8.66) благодаря 

прочному связыванию с шарнирной областью киназы, с которой они образуют три 

водородных связи.

На рис. 2.22 приведена структура общего центрального фрагмента выборки ин-

дирубинов  (N =  85)  [74,  117-120].  Различные заместители в  соединениях выборки 

имеются в положениях 1, 5, 6, 3', 5', 6'. Данная ситуация несколько ограничивает при-

менимость модели для предсказания активности новых ингибиторов,  поскольку осо-

бый интерес должны представлять ещё не исследованные соединения с заместителя-

ми в позициях 4 и 4', однако некоторые выводы всё-таки удаётся сделать.

А)  Б) 

Рис.  2.22.  Индирубины. А)  Подструктура,  использованная  для  построения 
выравнивания; Б) соединение 101.

4 Цветовое кодирование для моделей CoMFA:  красный —  в данной области пространства  предпочтителен 
отрицательный заряд в молекуле ингибитора, синий — предпочтителен  положительный заряд в молекуле 
ингибитора, жёлтый — нежелательно наличие заместителя, зелёный — желательно наличие заместителя.

5 Цветовое кодирование для моделей CoMSIA: стерические и электростатические дескрипторы — аналогично 
CoMFA,  голубой — предпочтительно наличие донора водородной связи, фиолетовый — предпочтительно 
его отсутствие, серый — предпочтительно уменьшение гидрофобности, сине-зелёный — предпочтительно 
увеличение  гидрофобности,  пурпурный  —  предпочтительно  наличие  акцептора  водородной  связи, 
оранжевый — нежелательно наличие акцептора водородной связи.
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Для соединения 101 все модели предсказывают завышенную активность, вслед-

ствие чего данное соединение было исключено из обучающей выборки. При модели-

ровании CoMFA наилучшие статистические параметры моделей достигаются  с ис-

пользованием зарядовой схемы Гастайгера — Хюккеля, причём число компонентов в 

данной модели превышает число компонентов в других моделях вдвое; иными слова-

ми, улучшение статистических параметров происходит за счёт избыточного усложне-

ния модели (табл. 2.15). Как следствие, значение критерия Фишера для данной моде-

ли одно из самых низких; оптимальное соотношение внутренней предсказательной 

способности и значимости моделей достигается при использовании зарядовых схем 

DENR и MMFF94.

Таблица 2.15. Результаты анализа CoMFA для выборки индирубинов с исклю-
чённым выбросом (N = 84).

Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 10 6 5 6 5 6 6 6 5 5

Q2 (LOO) 0.473 0.430 0.435 0.434 0.327 0.458 0.360 0.370 0.332 0.332

Q2 (CV) 0.492 0.408 0.417 0.398 0.284 0.441 0.330 0.350 0.314 0.319

R2 0.848 0.803 0.769 0.806 0.739 0.800 0.800 0.800 0.793 0.787

S 0.419 0.464 0.500 0.461 0.542 0.471 0.480 0.480 0.483 0.490

F (10;72) 
40.185

(6;76) 
51.677

(5;77) 
51.167

(6;76) 
52.611

(5;69) 
39.086

(6;75) 
49.909

(6;69) 
46.223

(6;69) 
46.643

(5;70) 
53.763

(5;70) 
51.850

При моделировании CoMSIA наблюдаются значительные различия между схе-

мами расчёта зарядов как в количестве компонентов модели, так и в значениях ста-

тистических параметров (табл. 2.16). В частности, модель с зарядами Малликена об-

ладает лучшей описательной способностью, модель с зарядами DENR — внутренней 

предсказательной способностью, а с зарядами AM1-BCC — статистической значи-

мостью и простотой.  Для дальнейшего анализа и прогноза активности была исполь-

зована модель с зарядами DENR.

Таблица 2.16. Результаты анализа CoMSIA для выборки индирубинов с исклю-
чённым выбросом (N = 84).
Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

N 11 9 6 5 7 8 6 6 6 10

Q2 (LOO) 0.431 0.468 0.459 0.429 0.395 0.535 0.389 0.390 0.367 0.412

Q2 (CV) 0.408 0.467 0.432 0.406 0.396 0.533 0.389 0.368 0.348 0.402

R2 0.824 0.799 0.751 0.736 0.756 0.809 0.744 0.745 0.731 0.836

S 0.454 0.479 0.521 0.534 0.532 0.466 0.542 0.541 0.555 0.446

F (11;71) 
30.165

(9;73) 
32.200

(6;76) 
38.294

(5;77) 
42.865

(7;67) 
29.608

(8;73) 
38.609

(6;69) 
33.485

(6;69) 
39.619

(6;69) 
31.307

(10;64) 
33.252
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Поля неблагоприятных стерических взаимодействий (рис. 2.23) окружают в мо-

делях CoMFA и CoMSIA области молекулы, взаимодействующие с шарниром и гейт-

кипером Leu132; последнему остатку также соответствует поле благоприятных гидро-

фобных взаимодействий.  Области пространства  между  Leu132  и  Lys85,  которая  в 

структурах комплексов 6-броминдирубинов с GSK-3 заполнена молекулами воды, со-

ответствуют поля благоприятных стерических взаимодействий.  Область благоприят-

ного  отрицательного  заряда  в  молекуле  индирубина,  характерная  для  модели 

CoMSIA, соответствует возможному взаимодействию с Arg141. Интересно отметить, 

что внутри обширных полей неблагоприятного наличия донора водородной связи в 

модели  CoMSIA  находятся  небольшие  поля  противоположного  знака,  что  можно 

интерпретировать как благоприятность наличия маленького донора  — аминогруппы 

либо гидроксила.

А)  Б)  В)

Рис. 2.23. Молекулярные поля для  индирубинов. А) Молекулярные поля модели 
CoMFA  с  зарядами  Гастайгера—Хюккеля;  Б)  и  В)  молекулярные  поля  модели 
CoMSIA с зарядами DENR.

2.4.3. Моделирование 3D-QSAR для серии малеимидов

Бисарилмалеимиды  (рис. 2.24) представляют собой один из наиболее изучен-

ных классов ингибиторов серин-треониновых протеинкиназ. В частности, более 150 

молекул, относящихся к этому классу, являются ингибиторами GSK-3. Особенностью 

ингибиторов данного класса является неоднозначность  выбора биологически актив-

ной конформации без учёта структур лиганд-белковых комплексов,  поскольку раз-

личные конформации бисарилмалеимидного фрагмента имеют близкие энергии, од-

нако конформационный переход энергетически невыгоден. Впрочем, выбор конкрет-

ной конформации в данном случае не столь важен, сколь важно правильное выравни-

вание молекул обучающей выборки [86, 93, 94, 96, 99-101], поскольку расположение 

молекулярных полей относительно арильных фрагментов, а не всей молекулы в це-

лом, играет первоочередную роль.  Тем не менее, при генерации конформаций моле-
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кул выборки необходимо генерировать для всех молекул аналогичные конформации, 

чему было уделено особое внимание. Большинство высокоактивных бисарилмалеи-

мидов имеет значительную разницу в размере и свойствах заместителей при ариль-

ных фрагментах. В связи с этим при наложении молекул были использованы два кри-

терия: во-первых, совпадение координат малеимидного фрагмента, а во-вторых, рас-

положение молекул таким образом, чтобы более тяжёлые либо разветвлённые замес-

тители совмещались; таким образом, можно выделить больший заместитель и мень-

ший заместитель.  Макроциклические малеимиды были исключены из рассмотрения, 

поскольку их конформационный анализ является отдельной задачей, выходящей за 

рамки данного исследования.

А)  Б)  В) 

Рис. 2.24. Бис-арилмалеимиды. А) Типичный пример; Б) 102; В) 103.

Поскольку соединения этой выборки анализировались в разных лабораториях, 

производился пересчёт значений активности, представленных в оригинальных иссле-

дованиях в виде IC50, в значения Ki с использованием уравнения Ченга—Прусоффа. 

Качество моделей CoMFA (табл. 2.17) для соединений этой выборки мало зави-

сит  от  использования  конкретной  зарядовой  схемы.  Заметного  улучшения  модели 

можно добиться путём исключения выброса 102 — Q2 (CV, DENR) = 0.635. Для даль-

нейшего анализа была использована именно эта модель.

Таблица 2.17. Результаты анализа CoMFA для выборки малеимидов (N = 107).
Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 9 13 8 8 6 13 5 11 5 5

Q2 (LOO) 0.592 0.607 0.544 0.577 0.605 0.616 0.563 0.580 0.568 0.567

Q2 (CV) 0.592 0.588 0.535 0.560 0.594 0.597 0.556 0.575 0.561 0.563

R2 0.844 0.898 0.830 0.844 0.813 0.895 0.790 0.874 0.774 0.783

S 0.470 0.389 0.489 0.469 0.507 0.394 0.536 0.427 0.556 0.545

F (9;97) 
58.510

(13;93) 
63.077

(8;98) 
59.879

(8;98) 
66.065

(6;100) 
72.553

(13;93) 
61.164

(5;101) 
75.850

(11;95) 
60.151

(5;101) 
69.093

(5;101) 
72.756
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Анализ CoMSIA дал похожие результаты (табл. 2.18) за исключением того, что 

число выбросов увеличилось  до двух  (102,  103). Несколько неожиданным оказался 

тот факт, что наилучшей предсказательной способностью в данном случае обладает 

модель с зарядами Пюльман. 

Таблица 2.18. Результаты анализа CoMSIA для выборки малеимидов  с двумя 
исключёнными выбросами (N = 105).

Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 7 7 7 6 7 7 6 6 6 6

Q2 (LOO) 0.644 0.628 0.648 0.598 0.651 0.631 0.638 0.636 0.600 0.610

Q2 (CV) 0.639 0.626 0.640 0.588 0.644 0.620 0.626 0.623 0.582 0.600

R2 0.869 0.858 0.849 0.831 0.857 0.863 0.851 0.850 0.831 0.840

S 0.427 0.444 0.458 0.482 0.446 0.436 0.453 0.454 0.482 0.470

F (7;97) 
91.663

(7;97) 
83.983

(7;97) 
77.864

(6;98) 
80.263

(7;97) 
82.998

(7;97) 
87.406

(6;98) 
92.975

(6;98) 
92.488

(6;99) 
91.012

(6;99) 
84.380

Почти полное отсутствие зависимости от конкретной использованной зарядо-

вой схемы подтверждается небольшим размером и вкладом электростатических полей 

в CoMFA и CoMSIA, а также незначительным ухудшением модели при отключении 

электростатического взаимодействия (рис. 2.25). Значительно сильнее на активность 

влияет правильное расположение заместителей при арильных фрагментах в простран-

стве, а также наличие доноров и акцепторов водородной связи. В частности, замеще-

ние в позициях 1 и 7 большего арильного фрагмента благоприятно для активности, а в 

позициях 5 и 6 — не очень, в то время как для меньшего фрагмента стерические тре-

бования ограничиваются неблагоприятностью замещения в позициях 5 и 6  и благо-

приятностью замещения в позициях 1 (CoMSIA) и 2 (CoMFA). Для обоих фрагментов 

благоприятно наличие положительного заряда в 5-м положении. Характер замещения 

описывается моделью CoMSIA: в меньшем заместителе рекомендуется отсутствие ак-

цепторов водородной связи и увеличение гидрофобности, в то время как в большем 

заместителе оптимальным является наличие донора, присоединённого к положениям 

6 или 7 гидрофобным спейсером. Для заместителей в положении 1 рекомендуется 

уменьшение гидрофобности.
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А) Б) В)

Рис. 2.25.  Молекулярные поля для  малеимидов. А) Молекулярные поля модели 
CoMFA с зарядами MK-ESP; Б) и В) молекулярные поля модели CoMSIA с зарядами 
Пюльман.

2.4.4. Моделирование 3D-QSAR для серии пауллонов

Пауллоны — один из наиболее давно известных классов ингибиторов CDK и 

GSK-3. Эти соединения были идентифицированы в ходе широкомасштабного скри-

нинга, проведённого Национальным институтом рака США в 2001 году. Ключевая 

особенность структуры пауллонов — специфичный тетрациклический каркас  (рис. 

2.26). Взаимодействие с шарнирным регионом киназ опосредуется амидной группой 

семичленного цикла (положения 5 и 6). Для моделирования CoMFA и CoMSIA в нас-

тоящей работе была использована выборка из 77 соединений [228]. Наложение прово-

дилось  по  общему  фрагменту,  конформации  молекул  соответствовали  локальному 

минимуму энергии.

А)  Б)  В) 

Рис. 2.26. Пауллоны. А) Тетрациклический каркас; Б) выброс 104; В) выброс 105.

Вследствие наличия в выборке нескольких соединений, значительно отличаю-

щихся по структуре от канонического пауллона, в некоторых случаях они представля-

ли собой статистические выбросы. Оптимальная модель была получена после исклю-

чения двух выбросов (104, 105); необходимо отметить относительную простоту моде-

ли (почти во всех случаях число компонентов  PLS равно пяти), однако внутренняя 

предсказательная способность моделей не очень высока. Зависимость качества моде-

лей от зарядовой схемы также относительно невелика; различные параметры опти-

мальны для разных зарядовых схем, однако оптимальное сочетание предсказательной 

способности и доступности значений зарядов наблюдается для схемы MMFF94 (табл. 
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2.19).

Таблица 2.19. Результаты анализа CoMFA для выборки пауллонов с двумя иск-
лючёнными выбросами (N = 75).

Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6

Q2 (LOO) 0.436 0.589 0.501 0.539 0.412 0.548 0.611 0.603 0.556 0.547

Q2 (CV) 0.414 0.566 0.478 0.528 0.404 0.509 0.562 0.565 0.514 0.561

R2 0.832 0.873 0.846 0.857 0.815 0.868 0.886 0.884 0.869 0.887

S 0.486 0.422 0.465 0.449 0.511 0.432 0.406 0.410 0.435 0.407

F (5;69) 
68.319

(5;69) 
95.051

(5;69) 
76.100

(5;69) 
82.698

(5;69) 
60.608

(5;69) 
90.358

(5;66) 
103.089

(5;66) 
100.866

(5;66) 
87.902

(6;65) 
85.381

Анализ CoMSIA позволяет лучше описать выборку, что характеризуется умень-

шением числа выбросов (соединение 104 возвращается в общий тренд) и увеличением 

значений статистических параметров (табл. 2.20). Стоит отметить, что значимость мо-

дели, выражаемая критерием Фишера, при этом уменьшается по сравнению с моде-

лью CoMFA. Наилучшие статистические параметры в этом случае достигаются при 

использовании малликеновских зарядов,  а  среди более доступных схем расчёта — 

MMFF94 и AM1-BCC.

Таблица 2.20. Результаты анализа CoMSIA для выборки  пауллонов  с исклю-
чённым выбросом (N = 76).
Заряды Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 5 4 8 5 5 4 7 7 5 5

Q2 (LOO) 0.578 0.601 0.480 0.605 0.536 0.549 0.621 0.617 0.615 0.647

Q2 (CV) 0.553 0.592 0.473 0.595 0.519 0.526 0.606 0.601 0.605 0.626

R2 0.839 0.832 0.900 0.858 0.820 0.832 0.915 0.914 0.864 0.901

S 0.494 0.500 0.398 0.462 0.521 0.500 0.369 0.371 0.460 0.367

F (5;70) 

72.784

(4;71) 

88.116

(8;67) 

75.154

(5;70) 

84.857

(5;70) 

63.789

(4;71) 

88.015

(7;65) 

100.210

(7;65) 

99.318

(5;67) 

85.498

(6;66) 

99.778

Молекулярные поля для пауллонов в целом хорошо соотносятся с их способом 

связывания (рис. 2.27). Предпочтение отрицательного заряда в 9-м положении моле-

кулы коррелирует с присутствием в этой области аминокислотного остатка Lys85, за-

ряженного положительно. Свободная аминогруппа является необходимым условием 

связывания, что подтверждается наличием рядом с ней стерически неблагоприятных 

областей. Замещение в положениях 1 и 9—12 благоприятно сказывается на активнос-

ти, однако более конкретные требования на основании соединений данной выборки 

сформулировать не удаётся. Интересно, что практически со всех сторон от централь-
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ного фрагмента наличие акцепторов водородной связи приводит к понижению актив-

ности. Области неблагоприятного гидрофобного взаимодействия соответствуют поло-

жительно заряженным остаткам белка.

А) Б)

В) Г)

Рис.  2.27.  Молекулярные  поля  для  пауллонов. А)  Молекулярные  поля  модели 
CoMFA с зарядами MMFF;  Б) и  В) молекулярные поля модели CoMSIA с зарядами 
Малликена; Г) Соотношение между кристаллической структурой 1Q3W и молекуляр-
ными полями CoMFA.

2.4.5.  Моделирование 3D-QSAR  для серии  N-фенил-4-пиразо-

ло[1,5-b]пиридазин-3-илпиримидин-2-аминов

Выборка  N-фенил-4-пиразоло[1,5-b]пиридазин-3-илпиримидин-2-аминов 

(ФППП) основана  на  серии  ингибиторов,  предложенных  Таваресом  с  соавторами 

[152]. Достоинством этой серии является её значительный объём и однородность дан-

ных по биологической активности. Большинство ингибиторов данной серии селектив-

но по отношению к циклин-зависимым киназам, что позволяет учесть в неявном виде 

особенности, необходимые для достижения селективности.

Выборка состоит из 70 соединений, общий фрагмент 

которых изображён на рис. 2.28. Авторы всесторонне ис-

следовали соотношения «структура — активность», благо-

даря чему модели, построенные на основе данной выборки, 

отличаются  высоким  статистическим  качеством,  которое 

мало зависит от использования конкретной зарядовой схе-
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мы. Оптимальная внутренняя предсказательная способность  в методе CoMFA была 

достигнута при использовании схемы Гастайгера-Хюккеля; практически не уступает 

ей схема Малликена (табл. 2.21). Полный отказ от рассмотрения электростатического 

поля в качестве дескрипторов не приводит к сколько-нибудь заметному ухудшению 

модели. 

Таблица 2.21. Результаты анализа CoMFA для выборки ФППП (N = 70).

ФППП Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 16 10 12 11 16 9 11 11 13 18

Q2 (LOO) 0.778 0.713 0.739 0.728 0.734 0.726 0.728 0.729 0.758 0.777

Q2 (CV) 0.776 0.711 0.738 0.728 0.676 0.723 0.729 0.700 0.737 0.765

R2 0.983 0.968 0.974 0.973 0.982 0.959 0.973 0.973 0.978 0.984

S 0.153 0.195 0.181 0.181 0.153 0.222 0.183 0.182 0.166 0.150

F (16;53) 
186.894

(10;59) 
181.205

(12;57) 
175.016

(11;58) 
191.208

(16;53) 
185.889

(9;60) 
154.084

(11;58) 
187.863

(11;58) 
189.623

(13;56) 
193.850

(18;51)
172.349

Различия между схемами учёта зарядов более ярко проявляются при моделиро-

вании методом CoMSIA (табл. 2.22). Модель Кирхгофа, разработанная в нашей лабо-

ратории, значительно превосходит другие в этих условиях. Отказ от учёта электроста-

тического поля также приводит к ухудшению модели. 

Таблица 2.22. Результаты анализа CoMSIA для выборки ФППП (N = 70).

ФППП Г-Х MMFF KCM AM1-BCC Пюльман DENR MKESP RESP Лёвдин Малликен 

n 14 18 18 20 16 19 13 14 14 14

Q2 (LOO) 0.652 0.702 0.763 0.705 0.544 0.720 0.589 0.616 0.722 0.711

Q2 (CV) 0.634 0.685 0.740 0.685 0.554 0.703 0.579 0.621 0.723 0.690

R2 0.955 0.971 0.971 0.972 0.964 0.970 0.959 0.964 0.968 0.969

S 0.242 0.201 0.200 0.200 0.220 0.206 0.228 0.217 0.204 0.200

F (14;55) 
82.776

(18;51) 
95.060

(18;51) 
96.101

(20;49) 
86.490

(16;53) 
88.598

(19;50) 
85.418

(13;56) 
101.211

(14;55) 
103.718

(14;55) 
117.623

(14;55) 
123.287

В соответствии  с  малой  значимостью электростатического  вклада  в  модели 

CoMFA, поля электростатических взаимодействий для неё невелики (приблизительно 

соответствуют по размеру метильной группе), располагаются в недоступных для за-

местителей областях пространства  и  не  могут  быть  чётко интерпретированы  (рис. 

2.29). Поля стерических взаимодействий свидетельствуют о благоприятном замеще-

нии  во  всех  циклах  основного  фрагмента.  Напротив,  аналогичные  поля  модели 

CoMSIA предлагают в качестве благоприятных для замещения лишь  пиразолопири-

мидиновый и фенильный фрагменты; благоприятность замещения в пиразолопирими-
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диновом фрагменте соотносится с наличием в выборке соединений с ароматическим 

заместителем во втором положении. В пятом и шестом положениях этой системы бла-

гоприятно  наличие  небольшого  гидрофобного  заместителя  с  донором  водородной 

связи на конце. Интересно отметить поле неблагоприятного наличия донора водород-

ной связи рядом с аминогруппой,  внутри которого находится небольшое поле пред-

почтительного наличия донора.

А) Б) В)

Рис. 2.29. Молекулярные поля для ФППП. А) Молекулярные поля модели CoMFA 
с зарядами Гастайгера—Хюккеля; Б) и В) молекулярные поля модели CoMSIA с заря-
дами KCM.

2.4.6. Прогноз активности на основе моделей 3D-QSAR

На основе анализа молекулярных полей были предложены 103 структуры но-

вых соединений, относящихся к классам пауллонов и индирубинов. Перебор замести-

телей производился на основе анализа синтетической доступности и новизны соеди-

нений. Генерация структур проводилась вручную. Величина предсказанной активнос-

ти для них находилась на микромолярном уровне. Для предсказания активности паул-

лонов была использована модель CoMFA с зарядами MMFF, а для предсказания ак-

тивности индирубинов – модель CoMFA с зарядами Гастайгера — Хюккеля вследст-

вие более высокой предсказательной способности по сравнению с моделью CoMSIA. 

В табл. 2.23 приведены значения  pIC50 для  семи соединений  с  наибольшей предска-

занной активностью.

102



Таблица 2.23. Прогноз активности на основе моделей 3D-QSAR.

Структура pIC50 

(прогноз)
Структура

pIC50 

(прогноз)

106

6.84

110

6.36

107

6.52

111

6.68

108

6.86

112

6.8

109

6.82

2.5. Дизайн ингибиторов GSK-3 de novo

Альтернативой поиску ингибиторов в базах данных и дальнейшей их виртуаль-

ной либо химической оптимизации является  автоматизированный процесс дизайна 

молекул  de novo. При использовании данного метода исследователь подаёт на вход 

программы  дизайна  некую начальную структуру  в  комплексе  с  белком-мишенью, 

после чего программа автоматически генерирует новые производные таким образом, 
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чтобы сделать взаимодействие лиганда с белком более выгодным. Мы использовали 

для дизайна de novo часто применяемую программу LigBuilder [229]. Поскольку при 

построении новых молекул программа оптимизирует значение единственной эмпири-

ческой оценочной функции, результаты построения зачастую смещены в сторону на-

ращивания сложных алифатических заместителей, в частности, конформационно под-

вижных. Кроме того, при построении новых структур не проводится оценка их синте-

тической доступности. Примеры наименее конформационно подвижных молекул, ос-

нованных на начальных структурах пауллона и индирубин-3'-оксима,  приведены в 

таблице 2.24. Общей тенденцией является наличие гидрофобного заместителя в поло-

жениях 8 и 9 пауллонового каркаса,  взаимодействующего с  Leu132.  Аналогичную 

роль играет циклопропильный заместитель в производном индирубина. По неизвест-

ным причинам до сих пор не были проведены биологические испытания подобных 

молекул. 

Таблица 2.24. Примеры молекул, предложенных с помощью дизайна de novo.

Номер Структура Способ связывания

113

114

115
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Номер Структура Способ связывания

116

117

Таким образом, с использованием различных методов, так или иначе использу-

ющих информацию об известных ингибиторах GSK-3, конкурентных по отношению к 

АТФ, мы предложили структуры новых потенциальных ингибиторов. Кроме того, на-

ми разработана схема виртуального скрининга, позволяющая идентифицировать ин-

гибиторы  GSK-3  и  основанная  на  трёх  принципиально  разных  методах:  докинге, 

фармакофорном поиске и одноклассовой классификации. Данные методы обладают 

разной  степенью консервативности,  вследствие  чего  их  совместное  использование 

позволяет принять взвешенное решение при планировании синтеза новых соедине-

ний. Мы также построили модели 3D-QSAR для наиболее обширных и однородных 

классов ингибиторов GSK-3, позволяющие осуществлять планирование синтеза близ-

кородственных соединений.  Наконец,  с  помощью неконсервативного  виртуального 

скрининга и дизайна de novo нами предллжены структуры новых соединений, предпо-

ложительно являющихся ингибиторами GSK-3.
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Глава 3. Неконкурентные ингибиторы: анализ места 

связывания и виртуальный скрининг

К  настоящему  времени  известны  два  класса  неконкурентных  ингибиторов 

GSK-3 — манзамины и тиадиазалидиноны (TDZD).  Предполагают  [65], что ингиби-

торная активность TDZD является следствием их взаимодействия с центром связыва-

ния фосфатной группы субстрата. Поскольку этот центр достаточно мал по своему 

объёму,  необходимо исследовать соседние с ним области пространства при поиске 

новых  неконкурентных  ингибиторов.  Более  сложная ситуация  возникает  в  случае 

манзаминов: способ связывания этих объёмистых моле-

кул не был  установлен методами рентгеновской крис-

таллографии,  а  соотношения  «структура  —  актив-

ность»  довольно  отрывочны  в  связи  со  сложностью 

синтеза нетривиальных производных. Исходя из струк-

туры лиганда, можно лишь предположить, что его кон-

куренция  с  фосфат-ионом  субстрата  маловероятна 

вследствие  значительной  гидрофобности  молекулы. 

В связи с этим значительный интерес представляет ус-

тановление предполагаемого способа связывания ман-

заминов и механизма неконкурентного ингибирования.

3.1. Методология исследования

В качестве модельного лиганда из серии манзаминов был выбран наиболее изу-

ченный и один из наиболее активных — манзамин А. Поиск возможных мест связы-

вания манзамина А на поверхности GSK-3 проводили по следующей схеме:

1. Генерация структур комплекса манзамин-киназа;

2. Отбор моделей комплексов, которые можно соотнести с какими-либо функ-

циональными аналогами либо механизмами;

3. Моделирование молекулярной динамики отобранных комплексов;

4. Анализ результатов моделирования и выбор наиболее характерных структур 

комплексов для дальнейших исселедований;

5. Поиск новых потенциальных неконкурентных ингибиторов методом вирту-

106

Манзамин А

N

N

N
OH

N
H

A B

D

C

E



ального скрининга.

Методики моделирования подробно описаны в гл. 5.4.

3.2. Результаты моделирования

3.2.1. Поиск области связывания манзамина А на поверхности 

киназы

Методом докинга были сгенерированы 300 вариантов комплекса манзамина А с 

GSK-3,  относящиеся  к  107  различным  кластерам  (пороговое  значение  RMSD  для 

кластера 2 Å). Населённость кластеров составляет от одной конформации на кластер 

до нескольких десятков, однако значительно преобладают кластеры с малой заселён-

ностью. Типичные представители кластеров изображены на рис. 3.1А.

А)  Б) 

Рис. 3.1. А) Результаты докинга. Поверхность Коннолли [230] киназы окрашена 
согласно глубине полости (чем глубже полость, тем ближе цвет поверхности к крас-
ной области спектра).  Приведены репрезентативные структуры всех кластеров воз-
можных конформаций. Б) Структуры комплексов, выбранные для моделирования мо-
лекулярной динамики. Поверхность Коннолли киназы окрашена согласно локальной 
липофильности (наиболее гидрофильные области окрашены голубым цветом, наибо-
лее гидрофобные — коричневым, промежуточные — зелёным).

На основании анализа структур комплексов и литературных данных о значи-

мости различных аминокислотных остатков на поверхности GSK-3 были выделены 

пять областей,  взаимодействие  с  которыми может  повлиять  на  функционирование 

фермента.  Эти области отмечены римскими цифрами на рис.  3.1Б и имеют следу-

ющие характеристики:
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I.Область взаимодействия с аксином [45] и FRAT [44]. Эта область от-

вечает  за  образование  комплекса  между GSK-3  и  белком аксином,  который 

участвует в фосфорилировании β-катенина, что играет важную роль в сигналь-

ном пути Wnt (рис. 1.2). Белок FRAT ингибирует взаимодействие аксина с ки-

назой,  что приводит к активации  этого сигнального пути.  Взаимодействие с 

этими белками не влияет на каталитическую активность киназы, однако влия-

ние манзамина на взаимодействие с этими белками не было изучено. Посколь-

ку создание ингибиторов взаимодействия GSK-3 с аксином и FRAT предостав-

ляет возможность селективного по отношению к другим функциям киназы ре-

гулирования сигнального пути Wnt, было принято решение не отказываться от 

исследования возможности взаимодействия манзамина А с данной областью 

поверхности фермента.

II.Область  между  глициновой  петлёй  (остатки  62—70),  петлёй  C 

(остатки 87—97) и активационной петлёй (остатки 200—226).  Данная об-

ласть  ограничена  важнейшими  структурными  элементами,  участвующими  в 

процессе активации киназы [231]; в этой области находится место взаимодейст-

вия киназы с фосфатной группой субстрата. Некоторые исследователи на осно-

вании результатов докинга полагают, что именно с этим местом взаимодейст-

вуют неконкурентные ингибиторы GSK-3, относящиеся к ряду TDZD [65, 162]. 

Нахождение лиганда в данной области, по их мнению, приводит к нарушению 

взаимодействия киназы с субстратом.

III.Место связывания манзамина А по Ибрахиму с сотр. [166]. Данная 

область связывания была предложена по результатам докинга манзамина А в 

область пространства рядом с петлёй  С с помощью программы GOLD [232]. 

Нам не удалось в точности воспроизвести структуру комплекса, предложенную 

в данной работе,  однако ключевое взаимодействие,  водородная связь  между 

гидроксильной  группой  манзамина  А  и  карбонильным  кислородом  остатка 

Arg92, было обнаружено. В большинстве случаев такая ориентация ранжирует-

ся как программой AutoDock, так и оценочными функциями CScore чрезвычай-

но низко.

IV.Область возможного связывания аллостерических ингибиторов. 

Конверсо и сотр. [233] показали, что аллостерические ингибиторы киназы Chk1 
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могут взаимодействовать с областью фермента,  расположенной рядом с АТФ-

связывающим карманом и отвечающей за связывание субстрата. По аналогии с 

этим исследованием можно предположить, что манзамины взаимодействуют с 

областью IV, нарушая процесс связывания субстрата с киназой.  Подробного 

изучения  возможности  такого  взаимодействия  для  киназы  GSK-3  ранее  не 

проводилось.

V.Область связывания АТФ. Предположения о возможном взаимодей-

ствии манзамина А с этой областью лишены оснований, поскольку известно, 

что лиганд взаимодействует с киназой по неконкурентному механизму [165]. 

Тем не менее, программа докинга помещает лиганд в эту область в силу её дос-

таточного объёма и относительно высокой гидрофобности. Относительно вы-

сокие оценки этих расположений практически всеми оценочными функциями 

связаны в первую очередь с большой площадью контакта между белком и ли-

гандом. Данная область была исключена из рассмотрения методом молекуляр-

ной динамики.

Области I, II, IV и V высоко ранжируются всеми оценочными функциями, ис-

пользованными в работе. Остальные ориентации лиганда, найденные с помощью  до-

кинга, ранжируются значительно ниже, не соотносятся ни с какими эксперименталь-

ными данными и не позволяют построить на их основе предположений о механизме 

ингибирования. Поскольку молекула манзамина А обладает значительной липофиль-

ностью, программа докинга предсказывает в качестве потенциального места связыва-

ния практически любую область поверхности белка, обладающую достаточной липо-

фильностью и имеющую форму, приемлемую для создания достаточно большой пло-

щади контакта между белком и лигандом. В связи с этим такие ориентации были 

признаны артефактами докинга и отброшены.

3.2.2. Конформационный анализ молекулы манзамина А

Молекула манзамина А представляет собой сложный полициклический каркас, 

соединённый  с  ароматическим  фрагментом.  Анализ  конформационного  поведения 

этой молекулы  позволяет выяснить,  насколько конформация молекулы, зафиксиро-

ванная в кристалле [167], соответствует конформации, характерной для растворённо-

го состояния и комплексов с киназой. Кроме того, весьма интересно исследование 

возможности изменения конформации лиганда при взаимодействии с белком.
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3.2.2.1. Конформационный анализ молекулы манзамина А

С целью исследования возможных конформационных особенностей, связанных 

с качественным изменением конформаций одного или нескольких циклических фраг-

ментов,  был  проведён  поиск  альтернативных  конформаций  молекулы  манзамина. 

Систематический перебор конформаций циклических фрагментов практически невоз-

можен из-за высокой связности полициклической системы,  поэтому был применён 

метод LMOD [234],  основанный на последовательном исследовании конформацион-

ного пространства путём движения вдоль низкоэнергетических коллективных степе-

ней свободы молекулы и эффективно использующий ограничения конформационной 

подвижности системы для  поиска  удовлетворяющих им конформаций.  Результаты 

проведённого конформационного поиска представлены в табл. 3.1.

Таблица 3.1. Список конформеров манзамина А, полученных методом LMOD 
с использованием неявной модели воды. Приведены номера и энергии оптимальной и 
последней из найденных конформаций, а также для альтернативных конформаций, 
использованных для моделирования МД.

Конформер Конформация

Энергия, ккал/моль

до 

оптимизации
после оптимизации

Начальный 136.22 67.92
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Конформер Конформация

Энергия, ккал/моль

до 

оптимизации
после оптимизации

1 67.38 67.38

2 68.78 68.76

25 72.06 71.88
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Конформер Конформация

Энергия, ккал/моль

до 

оптимизации
после оптимизации

30 72.81 72.8

52 74.98 74.96

67 79.37 79.36
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Конформер Конформация

Энергия, ккал/моль

до 

оптимизации
после оптимизации

72 80.13 80.1

88 82.40 82.38

96 83.10 82.96

100 83.20 83.13
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Найденные конформации покрывают энергетический диапазон в 16 ккал/моль. 

Конформация выявленного глобального минимума совпала с начальной конформаци-

ей и отвечает также конформации манзамина в кристаллическом состоянии. Посколь-

ку конформационный поиск был проведён с использованием неявной модели раство-

рителя, то было целесообразно провести моделирование молекулярной динамики не-

которых  конформеров с  использованием явной модели водного растворителя.  Для 

этого из списка были выбраны восемь разнообразных конформеров так, чтобы иссле-

довать в процессе моделирования МД устойчивость нескольких альтернативных кон-

формаций циклов, входящих в систему, и возможности их взаимных переходов. На-

пример, был выбран второй конформер полного списка, соответствующий конформа-

ции манзамина в кристалле, но с карболиновым фрагментом, повёрнутым в противо-

положную сторону от гидроксильной группы. Фактически  именно  эта конформация 

наблюдалась при связывании лиганда в областях III и IV.

Цикл A существует в кристаллической структуре в конформации «кресло» с эк-

ваториальным расположением заместителя у атома азота. При моделировании моле-

кулярной динамики конформера 96 полного списка, отличающегося тем, что цикл A 

существует в виде «ванны» с экваториальным заместителем при атоме азота, в тече-

ние 1.5 нс произошла  полная трансформация в конформацию, соответствующую гло-

бальному минимуму. С другой стороны, при моделировании  динамики конформера 

88 с конформацией «кресло» данного цикла, но с аксиальным положением заместите-

ля (макроцикла D), не произошло ее перехода к более выгодному экваториальному 

положению заместителя, возможно, благодаря существенным конформационным ог-

раничениям со стороны макроцикла D.

Циклогексеновый цикл B жёстко зафиксирован в конформации «ванна» и не 

претерпевал существенных изменений во всех случаях,  несмотря на то, что для сво-

бодного циклогексенового цикла оптимальной является конформация «полукресло».

Пятичленный цикл C, довольно плотно зафиксированный сочленением с цик-

лом B, существует в конформации «конверт», в котором один из двух атомов углеро-

да, не содержащихся в цикле B, выходит из плоскости.

В «кристаллографической» конформации макроцикла D два из четырёх враща-

емых  торсионных  углов,  образованных  парами  Csp3-атомов  цикла,  соответствуют 

транс-, а другие два – гош-конформациям (табл. 3.1). Отчетливо наблюдается тенден-
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ция структур с различными начальными конформациями максимизировать в процессе 

моделирования динамики число транс-торсионных углов, что приводит к конформе-

рам цикла, лишь два торсионных угла которых соответствуют гош-конформации. Од-

нако не для всех стартовых конформаций это стремление реализуется за время моде-

лирования (10 нс) при комнатной температуре.

Восьмичленный цикл E можно эффективно рассматривать как семичленный из-

за наличия в нем конформационно жёсткой двойной связи. Наиболее выгодна для не-

го конформация «кресло». В результате моделирования многие траектории приходят 

либо к этой конформации, либо к следующей в энергетическом списке конформаций 

— конформации «ванна», которая за время моделирования не переходит в конформа-

цию «кресло» при комнатной температуре.

3.2.2.2. Конформационное поведение лиганда в комплексах

Для исследования поведения манзамина в связанном состоянии его координаты 

были  выделены из  траекторий  молекулярной  динамики,  соответствующих рассмо-

тренным выше областям I — IV. Координаты были выравнены по фрагменту из пяти 

атомов углерода, составляющих основание жёсткого каркаса молекулы лиганда (см. 

рис. 5.2). Визуальное наблюдение за подготовленными таким образом траекториями 

для каждой стартовой позиции позволило выявить ряд важных особенностей конфор-

мационного поведения молекулы манзамина. Общая закономерность для всех иссле-

дованных траекторий состоит в том, что конформации всех циклов, составляющих 

алифатический каркас, качественно не изменяются за время моделирования в выбран-

ных условиях его проведения. Другими словами, макроциклическая конструкция яв-

ляется достаточно жёсткой при комнатной температуре — происходят лишь терми-

ческие флуктуации геометрии вокруг локально оптимальной структуры. Важнейшие 

конформационные отличия проявляются в значении двугранного (торсионного) угла 

поворота карболинового фрагмента относительно макроциклической части молекулы 

и значении торсионного угла, отражающего вращение связи C—O и наличие или от-

сутствие внутримолекулярной водородной связи OH···N. Поскольку во время прове-

дения молекулярного докинга значения этих торсионных углов могли свободно варь-

ироваться, необходимо отметить возможность образования различных конформаций 

при их изменении и оценить вероятность перехода между этими конформациями при 
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комнатной температуре в водном растворе.

Особенности конформационного поведения для каждой траектории, отвечаю-

щей отдельной области связывания, рассмотрены с помощью предложенных выше ве-

личин. В области I карболиновый фрагмент повёрнут в сторону гидроксильной груп-

пы молекулы, а внутримолекулярная водородная связь OH···N достаточно стабильна 

на протяжении всей траектории. В траектории, отвечающей области II, карболиновый 

фрагмент также развёрнут в сторону гидроксильной группы. Важной особенностью, 

выделяющей эту траекторию из всех остальных исследованных траекторий, является 

существенная лабильность внутримолекулярной водородной связи — вплоть до часто 

встречаемых случаев ее нарушения. Область III характеризуется поворотом карболи-

нового фрагмента «от» гидроксильной группы и стабильной внутримолекулярной во-

дородной связью вопреки тому, что в начальной конформации для этой области, най-

денной в результате молекулярного докинга, атом водорода гидроксильной группы 

повёрнут в противоположную сторону от соответствующего атома азота — акцептора 

водородной связи. Характер внутреннего движения лиганда в области IV качественно 

эквивалентен движению в третьей области.

3.2.2.3. Поведение лиганда в водном растворе

Для сравнения с поведением лиганда в комплексах было проведено также ис-

следование  молекулярной динамики лиганда в несвязанном состоянии.  В качестве 

стартовой была использована конформация, наиболее близкая к конформации манза-

мина А в кристалле. В этой конформации карболиновый фрагмент повернут в сторо-

ну гидроксильной группы и имеется внутримолекулярная водородная связь. Коорди-

наты атомов молекулы лиганда были извлечены из траектории МД и преобразованы 

аналогично координатам, извлечённым из комплексов.

Характер  движения  лиганда  в  несвязанном  состоянии  в  водном  окружении 

схож с тем, что было отмечено для анализа траектории комплекса I: карболиновый 

фрагмент направлен в сторону гидроксильной группы (табл. 3.1), а водородная связь 

стабильна. Важно отметить, что за время моделирования (10 нс) не происходило раз-

ворота карболинового фрагмента на 180°. Причиной этого может являться как доста-

точно высокий энергетический барьер соответствующего конформационного измене-

ния, так и большие характерные времена, связанные с этим движением, включающим 
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коллективное перемещение многих атомов молекулы. С другой стороны, конформа-

ции лиганда, в которых значение двугранного угла поворота карболинового фрагмен-

та составляет ровно 0 и 180°, не самые выгодные. Большую часть времени карболино-

вый фрагмент повернут на ±30° относительно этих значений.

Анализ конформационного поведения манзамина А в условиях водного раство-

ра показывает, что используемая для молекулярного докинга конформация полицик-

лической системы лиганда отвечает глобальному минимуму энергии, что оправдыва-

ет выбор процедуры докинга, методы дальнейшего моделирования и интерпретации 

результатов. Поведение лиганда в областях I и II схоже с поведением лиганда в сво-

бодном состоянии в водном растворе. В областях III и IV наблюдается конформация 

лиганда, менее вероятная при комнатной температуре (разница 1.4 ккал/моль для не-

сольватированных конформаций отвечает соотношению 10:1). 

3.2.3. Моделирование молекулярной динамики комплексов

Моделирование молекулярной динамики было проведено для четырёх структур 

комплексов,  относящихся  к  каждой  из  областей  I  — IV,  а  также  для  апо-формы 

GSK-3. Выбор конкретной начальной структуры осуществляли на основе консенсус-

ной оценки программой CScore: выбирали структуру, имеющую наилучшие значения 

всех четырёх оценочных функций, доступных в составе пакета (см. раздел 5.4.2). Эти 

структуры приведены на рис. 3.1Б. Основные результаты моделирования молекуляр-

ной динамики рассмотрены ниже.

3.2.3.1. Траектория молекулярной динамики апо-формы киназы

В ходе моделирования МД структура апо-формы GSK-3 претерпевает незначи-

тельные изменения.  Движения долей киназы друг относительно друга практически 

отсутствуют; движение петель также  малозаметно. Аминокислотные остатки Arg96, 

Arg145  и  Lys205,  ответственные  за  формирование  центра  связывания  фосфатной 

группы субстрата, находятся в относительной близости друг от друга на протяжении 

всего времени моделирования;  остаток Glu211 время от времени образует солевой 

мостик с Lys205, но не с Arg96 (ср. другие траектории), что не приводит к сближению 

активационной петли и С-петли. Также наблюдается водородная связь между амино-

кислотными остатками Gln89 и  Asn95,  ответственными за распознавание субстрата 
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[64]. Можно сделать вывод, что центр связывания фосфатной группы субстрата дос-

таточно устойчив и доступен для субстрата даже в отсутствие стабилизирующих его 

отрицательно заряженных ионов. Любое воздействие, дестабилизирующее этот центр, 

может приводить к изменению каталитической активности киназы.

Важно также отметить устойчивость глициновой петли киназы и, в частности,  

остатка Phe67. Эта петля играет определяющую роль в процессе взаимодействия ки-

назы с АТФ и подготовке акта переноса фосфатной группы от АТФ к субстрату [231]. 

В ходе динамики наблюдаются небольшие тепловые движения петли, однако её рав-

новесная конформация вполне устойчива и не создаёт никаких препятствий возмож-

ному взаимодействию с АТФ.

Траектория молекулярной динамики  апо-формы киназы была использована в 

качестве репера для сравнения с траекториями молекулярной динамики предложен-

ных структур комплексов манзамина А и киназы гликогенсинтазы 3.

3.2.3.2. Траектория молекулярной динамики для области I

Структура комплекса GSK-3 и манзамина А в области I  быстро (менее чем за 

0.5 нс) стабилизируется и остаётся относительно неизменной на протяжении всего 

времени моделирования (рис. 3.2А). Усреднённая по траектории структура комплекса 

близка к исходной (рис.  3.2Б) и отличается от неё заметным (около 60º) поворотом 

вокруг связи между карболиновым и полициклическим фрагментами (рис. 3.2В). Кар-

болиновый фрагмент расположен в гидрофобном кармане, образованном аминокис-

лотными остатками Phe229,  Val263,  Leu266,  Ile270,  Pro276,  Tyr288 и Phe293 (рис. 

3.2Г);  остаток Phe229 взаимодействует также с кольцом D  лиганда. Гидроксильная 

группа Tyr288 может образовывать водородные связи с пиррольным атомом водорода 

или с гидроксильной группой лиганда, однако эти связи не отличаются высокой ста-

бильностью: водородная связь с пиррольным атомом лиганда присутствует лишь 11% 

времени, а водородная связь с гидроксильной группой лиганда появляется эпизоди-

чески. Гидроксильная группа лиганда участвует во внутримолекулярной водородной 

связи OH···N на протяжении всего времени моделирования.
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А) Б) В) Г)

Рис.  3.2. Результаты моделирования молекулярной динамики для области I. А) 
Среднеквадратичное отклонение атомов лиганда в зависимости от времени моделиро-
вания. Б) Общий вид усреднённой структуры комплекса в сравнении с начальной; на-
чальная структура окрашена по типам вторичной структуры (белок) и типам атомов 
(лиганд), усреднённая структура окрашена в сине-зелёный (белок) и красно-оранже-
вый (лиганд) цвета. В) Наложение начальной (окрашена по типам атомов) и усреднён-
ной  (оранжевая)  структуры  лиганда.  Г)  Способ  связывания  лиганда  с  белком. 
Возможные водородные связи показаны пунктиром.

Важно отметить, что лиганд оказывает опосредованное влияние на конформа-

цию активационной петли благодаря взаимодействию с остатком Phe229. Вследствие 

этого в ходе молекулярной динамики образуется прочный солевой мостик между ос-

татками Arg96 и Glu211.  Первый из  них принимает участие в формировании места 

связывания фосфатной группы субстрата.  Также вследствие этого происходит сбли-

жение петли C с активационной петлёй, приводящее к уменьшению объёма области 

связывания субстрата, что может лежать в основе неконкурентного ингибирования 

киназы гликогенсинтазы 3 манзамином А.

3.2.3.3. Траектория молекулярной динамики для области II

Лиганд в области II менее чем за 1 нс перемещается в область между глицино-

вой петлёй и петлёй C, однако данная ориентация не отличается высокой стабильнос-

тью (рис. 3.3): в ней можно выделить несколько наиболее характерных конформаций, 

заметно различающихся, например, по положению карболиновой группировки. С це-

лью накопления более полноценных статистических данных было проведено допол-

нительное моделирование 10 нс молекулярной динамики, в ходе которого не было об-

наружено  принципиальных  отличий  от  предшествующей  траектории.  Дальнейший 

анализ проводился для траектории МД продолжительностью 20 нс.
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Рис. 3.3. Результаты моделирования молекулярной динамики для области 
II:  среднеквадратичное отклонение атомов лиганда в зависимости от времени 
моделирования.

Было обнаружено, что полициклическое ядро молекулы манзамина фиксирует-

ся между глициновой петлёй и петлёй C и движется как единое целое с малой долей 

киназы (рис.  3.4А); аминокислотные остатки Val 87, Asp90, Arg92, Phe93 (петля  С) 

образуют гидрофобные контакты с кольцами C и E, а остатки Leu88 (петля С) и Phe67 

(глициновая петля) — с кольцами D и E (рис.  3.4Б). Взаимодействие между Gln89 и 

Asn95 нарушается, солевой мостик исчезает, а боковая цепь Gln89 переориентируется 

во внешнее пространство.  Остаток Phe93 участвует также в  π-π-взаимодействиях с 

карболиновым фрагментом лиганда. Доли киназы совершают противонаправленные 

движения, подобные движению челюстей в процессе пережёвывания пищи («жева-

тельные движения» [235]). Взаимодействие карболиновой группировки с активацион-

ной петлёй (остаток Val214) происходит лишь при смыкании долей киназы. Важно 

отметить, что благодаря взаимодействию с лигандом петля C приближается к актива-

ционной петле, делая область связывания фосфатной группы субстрата более тесной. 

Вследствие  этого  образуется  прочный  солевой  мостик  между  остатками  Arg96  и 

Glu211. Кроме того, из-за наличия молекулы манзамина в этой же области подход по-

тенциального  предварительно  фосфорилированного  субстрата  к  месту  связывания 

фосфатной группы также становится затруднённым. Взаимодействие между остатка-

ми Phe67 и Leu88 играет важную роль в ориентировании глициновой петли для опти-

мального взаимодействия с АТФ [231]. Наличие молекулы манзамина приводит к из-

менению характера  такого  взаимодействия,  а  нарушение  солевого  мостика  Gln89-

Asn95 приводит к невозможности распознавания субстрата [64], в связи с чем данная 

структура  комплекса  отвечает одному из возможных механизмов неконкурентного 

ингибирования киназы. 
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А)  Б)

Рис. 3.4. Результаты моделирования молекулярной динамики для области 
II. А) Общий вид усреднённой структуры комплекса в сравнении с начальной; на-
чальная структура окрашена по типам вторичной структуры (белок) и типам атомов 
(лиганд), усреднённая структура окрашена в сине-зелёный (белок) и фиолетовый (ли-
ганд) цвета. Б) Способ связывания лиганда с белком. Глициновая петля окрашена зе-
лёным, петля C — красным, активационная петля — синим.

3.2.3.4. Траектория молекулярной динамики для области III

Площадь контакта между белком и лигандом в области III относительно неве-

лика, вследствие чего при моделировании молекулярной динамики молекула лиганда 

начинает перемещаться по поверхности киназы. Отклонение от начальной структуры 

нарастает в ходе моделирования (рис. 3.5А) и достигает более чем 20 Å. Водородная 

связь  между  лигандом  и  белком  заменяется  на  внутримолекулярную  водородную 

связь в молекуле манзамина, характерную для всех остальных комплексов. На протя-

жении первых двух наносекунд динамики лиганд расклинивает доли киназы своей 

карболиновой группировкой, взаимодействуя с активационной петлёй в углублении 

между долями на противоположной месту связывания АТФ стороне киназы (rmsd ~10 

Å), однако данная ориентация лиганда неустойчива, и молекула манзамина продолжа-

ет поступательное движение по поверхности киназы. С 3-й по 8-ю наносекунду наб-

людается относительно неустойчивая ориентация молекулы лиганда, характеризую-

щаяся отсутствием контактов между белком и карболиновой группировкой лиганда и 

наличием контактов между кольцом D лиганда и активационной петлёй киназы. От-

носительно стабильная ориентация формируется на 8-й наносекунде и характеризует-

ся  взаимодействием  кольца  D  и  карболиновой  группировки  с  остатками  Tyr171, 

Ser174, Phe175, Gly176, Gln206, Leu207, Gln365, Glu366 (рис. 3.5Б). Важно отметить, 

что остаток Phe175 вступает в π-π-взаимодействия с карболиновым фрагментом моле-

кулы манзамина. Гидроксильная группа молекулы манзамина направлена в сторону 

растворителя. Наличие контактов с активационной петлёй позволяет сделать вывод о 

возможной важности данных взаимодействий для процесса активации киназы. Инте-
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ресно отметить, что мутации в позиции 206 приводят к резкому изменению аффин-

ности киназы к аксину и FRAT несмотря на то, что этот аминокислотный остаток на-

ходится на значительном расстоянии от места связывания FRAT [236]. С другой сто-

роны,  заметные  перестройки  области  связывания  фосфатной  группы  субстрата  и 

сближение активационной петли с петлёй C практически отсутствуют, что в данном 

случае свидетельствует против влияния лиганда на связывание субстрата. 

А)  Б) 

Рис. 3.5. Результаты моделирования молекулярной динамики для области 
III. А) Среднеквадратичное отклонение атомов лиганда в зависимости от времени мо-
делирования.  Б) Способ связывания лиганда в равновесном участке траектории (8—
10 нс).

3.2.3.5. Траектория молекулярной динамики для области IV

Подобно области I, для области IV характерна быстрая стабилизация структуры 

комплекса (рис. 3.6А). Усреднённая структура комплекса (рис. 3.6Б) отличается от на-

чальной лишь небольшим (менее 1 Å) смещением молекулы манзамина в сторону об-

ласти связывания АТФ. Ориентация лиганда остаётся неизменной в течение 8 нс, пос-

ле чего происходит быстрый разворот молекулы: карболиновая группировка переори-

ентируется во внешнее простанство, а лиганд контактирует с белком посредством ко-

лец D и E, а затем только лишь кольца E, перекрывая при этом вход в центр связыва-

ния АТФ. Причиной такого изменения может быть случайная флуктуация структуры 

вследствие теплового движения, приводящая к преодолению соответствующего энер-

гетического барьера. Для уточнения характеристик новой ориентации лиганда было 

проведено дополнительное моделирование 2 нс динамики, не приведшее к глобаль-

ным изменениям в структуре комплекса. Отметим также, что сближения активацион-

ной петли и петли C не происходит, что не позволяет соотнести механизм неконку-

рентного ингибирования в данном случае с нарушением связывания фосфатной груп-

пы субстрата. Тем не менее, возможно нарушение связывания других областей моле-
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кулы субстрата с киназой, необходимого для правильной ориентации сайта фосфори-

лирования рядом с молекулой АТФ. Более подробное исследование этого гипотети-

ческого механизма требует дополнительных экспериментальных данных.

А) Б) В)

Рис. 3.6. Результаты моделирования молекулярной динамики для области 
IV. А) Среднеквадратичное отклонение атомов лиганда в зависимости от времени мо-
делирования. Б) Общий вид усреднённой структуры комплекса в сравнении с началь-
ной; начальная структура окрашена по типам вторичной структуры (белок) и типам 
атомов (лиганд),  усреднённая структура окрашена в  зелёный (белок) и оранжевый 
(лиганд) цвета. В) Способ связывания лиганда с белком. Атомы водорода не изобра-
жены.

Стабильность начальной структуры позволяет сделать вывод о допустимости 

рассмотрения данной области в качестве потенциального места связывания неконку-

рентных ингибиторов. Дальнейшее рассмотрение велось для отрезка траектории от 

0.6 нс до 8.2 нс.

Лиганд образует гидрофобные контакты с аминокислотными остатками Tyr140, 

Arg144, Arg220, Tyr221, Tyr222 и Pro255 (рис.  3.6В). Поскольку данная область свя-

зывания обладает значительной липофильностью (см. рис.  3.1Б), водородные связи 

практически не участвуют во взаимодействии с лигандом. Гидроксильная группа ли-

ганда направлена в сторону растворителя, как и кольцо E. Взаимодействие лиганда с 

киназой осуществляется в первую очередь за счёт карболинового фрагмента и кольца 

D. 

3.2.4. Анализ корреляционных карт

Сравнение корреляционных карт — широко используемый метод анализа тра-

екторий молекулярной динамики, позволяющий выявить различия в согласованных 

движениях больших групп атомов, в частности, отдельных доменов или структурных 

элементов [237]. Корреляционные карты были построены для упомянутых выше рав-

новесных участков всех пяти траекторий (рис. 3.7). 
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Рис.  3.7.  Корреляционные  карты  траекторий  молекулярной  динамики. 
Расположение  карт  указано  между  первой  картой  и  цветовой  легендой.  Наиболее 
светлые области соответствуют высокой положительной корреляции, коричневые — 
близкой к нулю, а синие — отрицательной.

На картах для всех комплексов обнаруживаются участки структуры, движущи-

еся совместно. В то же время имеются и части структуры, движущиеся независимо 

друг от друга или в противофазе.

При сравнении корреляционных карт для апо-формы и области I хорошо замет-

но изменение характера движения в области остатков 106—116 (спираль С) и 320—

330.  При  наличии  ингибитора  возникают  небольшие  участки  структуры,  характер 

движения которых резко отличается от соседних областей. Значительное удаление их 
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от места связывания ингибитора может быть объяснено наличием аллостерического 

влияния ингибитора на динамическое поведение молекулы белка.

Корреляционную карту для области II строили по отрезку траектории 10—18 

нс, характеризующемуся стабильным расположением лиганда в области связывания 

между глициновой петлёй и петлёй С. При наличии молекулы в области II наиболь-

шие отличия от апо-формы возникают в районе остатков 250—260. Эта петля взаимо-

действует с фосфатной группой остатка pTyr216, чрезвычайно важного для активации 

киназы. Таким образом, взаимодействие с лигандом изменяет характер движения ак-

тивационной петли, что может быть весьма важным фактором в механизме неконку-

рентного ингибирования киназы. Изменения корреляционной карты в данном случае 

наиболее выражены, несмотря на их локальный характер.

Корреляционная карта для области III отличается меньшим разбросом значений 

по сравнению с остальными, из чего можно сделать вывод об отсутствии сильно свя-

занных областей в структуре белка в данном случае.  По сравнению с апо-формой 

комплекс области III более пластичен, однако каких-либо принципиальных отличий 

между корреляционными картами нет, что позволяет предположить малую степень 

влияния взаимодействия между манзамином и киназой в данной области на характер 

движений  белка.  Бóльшая  пластичность  белка  по  сравнению с  апо-формой  может 

быть также следствием анализа меньшего участка траектории.

В случае  связывания лиганда в области IV белок становится менее «зернис-

тым»: коррелированные и антикоррелированные области становятся больше, наблю-

дается чёткое противонаправленное движение меньшей и большей доли киназы. По-

хожие движения наблюдались при моделировании молекулярной динамики протеин-

киназы А (PKA) в комплексе с АТФ [238]. Кроме того, наблюдается заметное измене-

ние характера движений в области активационной петли (остатки 205—220), что мо-

жет соответствовать процессу неконкурентного ингибирования.

Для всех возможных областей связывания, кроме III, наблюдаются наведённые 

локальные изменения по сравнению с картой для апо-формы. Эти изменения могут 

отвечать аллостерическим процессам, связанным с ингибированием киназы. Связыва-

ние же лиганда в области III не приводит к заметным локализованным изменениям 

корреляционной карты, то есть мало влияет на характер движения белка. 
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3.2.5. Оценка энергии связывания

Оценка энергии связывания  (ΔG) проводилась с использованием метода трёх 

траекторий для следующих стабильных отрезков траекторий комплексов: апо-форма 

и область I — вся продуктивная траектория, область II — отрезок 10—18 нс, область 

III — 8—10 нс, область IV — 0.6—8.2 нс.

Результаты оценки приведены в табл. 3.2. Минимальное значение оценки энер-

гии Гиббса связывания получено для области III, что находится в некотором несоот-

ветствии с остальными методами анализа. Наиболее вероятной причиной такой оцен-

ки является высокая гидрофобность данного участка связывания и наличие выгодных 

π-π-взаимодействий между белком и лигандом. В силу больших значений ΔG непос-

редственная интерпретация значений предсказанной свободной энергии связывания в 

терминах статистической термодинамики, в частности, расчёт константы связывания, 

не несёт физического смысла. Иными словами, не имеет смысла сравнивать эту оцен-

ку с экспериментальным значением энергии связывания, однако оцененные значения 

энергии связывания вполне можно применять для сравнения между собой.

Таблица 3.2. Результаты оценки свободной энергии связывания манзамина А и 
киназы GSK-3β. Формальная размерность всех величин — ккал/моль.
Область ΔEMM ΔGS_PBSA ΔGS_GBSA TΔS ΔGPBSA ΔGGBSA ΔΔGPBSA ΔΔGGBSA

I –112 –30 –19 –17 –125 –113 143 154

II –157 –23 –3 –12 –168 –149 100 118

III –208 –75 –74 –15 –268 –267 0 0

IV –73 –41 –60 –4 –109 –129 159 138

В  двух последних столбцах таблицы 3.2 приведены значения относительной 

энергии связывания для всех четырёх областей. Мы выбрали в качестве начала отсчё-

та энергию Гиббса связывания для области III. Видно, что для области II значение 

энергии выше, а для областей I и IV существенно выше. Таким образом,  эффектив-

ность взаимодействия лиганда с областью III является максимальной, а с областями I 

и IV — минимальной.

126



3.2.6. Ранжирование областей связывания

В силу того, что на данный момент ни один из методов молекулярного модели-

рования не может дать исчерпывающего ответа относительно механизма ингибирова-

ния, для повышения надёжности предсказания целесообразно использовать несколько 

различных методов. Ранжирование потенциальных областей связывания было прове-

дено на основе трёх методов анализа траекторий: конформационного анализа лиган-

да, визуального анализа траектории и корреляционных карт. При этом были исполь-

зованы следующие критерии.

Конформационный критерий ранжирования заключается в сопоставлении кон-

формационного пространства лиганда в комплексе с конформационным пространст-

вом свободного  лиганда.  Наивысшее соответствие  наблюдается  для  области I;  об-

ласть II характеризуется повышенной подвижностью внутримолекулярной водород-

ной связи лиганда, однако его конформация близка к глобальному минимуму; для об-

ластей  III  и  IV  наблюдается  неоптимальный  торсионный  угол  при  карболиновом 

фрагменте (табл. 3.1).

Критерий ранжирования для визуального анализа траекторий включает в себя 

исследование контактов между лигандом и определёнными аминокислотными остат-

ками и важными областями белка и выявление специфичных особенностей конфор-

мации  фермента,  позволяющих  объяснить  механизм  неконкурентного  ингибирова-

ния; кроме того, учитывается стабильность комплекса. На основании этого критерия 

наиболее оптимальным представляется связывание лиганда в области II, для которой 

характерно стабильное расположение лиганда в структурно важной области и возник-

новение структурных изменений в области связывания фосфатной группы субстра-

та.Область I также характеризуется наличием подобных структурных изменений, од-

нако лиганд расположен в районе взаимодействия с  аксином,  что снижает общую 

оценку, поскольку связывание в данной области не полностью объясняет механизм 

неконкурентного ингибирования. Область IV получает преимущество над областью 

III за счёт более длительного периода устойчивости системы.

Наконец, основа анализа корреляционных карт —их отличия от карты для апо-

формы и наличие заметных уникальных особенностей,  соотносимых с визуальным 

анализом траектории. Наиболее явно такие особенности проявляются на карте для об-

ласти II, в то время как на карте для области III они наименее выражены. В целом 
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ранжирование с помощью корреляционных карт соответствует ранжированию с по-

мощью визуального анализа.

Исходя из вышесказанного, можно признать, что область II является наиболее 

вероятной, поскольку по двум критериям (визуальный анализ и корреляционные кар-

ты) она оптимальна, а по конформационному критерию — субоптимальна. Этот вы-

вод находится в соответствии с результатами поиска места взаимодействия киназы 

GSK-3β с неконкурентными ингибиторами ряда TDZD методом докинга  [65]. Инте-

ресно отметить,  что результаты ранжирования с  применением сложных расчётных 

методов в целом совпадают с результатами внимательного визуального анализа тра-

екторий. Метод корреляционных карт оказывается весьма эффективным при решении 

данной задачи, поскольку он позволяет отследить изменения структуры или её под-

вижности, не заметные невооружённым взглядом при анализе траектории.

Известные соотношения «структура-активность» [165] не противоречат связы-

ванию лиганда в области II. Замещение пиррольного атома водорода на метил либо 

другой небольшой заместитель приводит к незначительному ослаблению связывания, 

что объясняется невозможностью образования внутримолекулярной водородной свя-

зи. Введение большого заместителя приводит к значительному изменению конформа-

ционного поведения лиганда и отсутствию ингибиторной активности. Введение гид-

роксильной группы в восьмое положение карболинового фрагмента приводит к не-

значительному увеличению аффинности за счёт дополнительных контактов с актива-

ционной петлёй. Гидирование двойных связей в кольцах D и Е приводит к исчезнове-

нию выгодных π-π-взаимодействий с Phe67 и Phe93 и отсутствию активности. Введе-

ние кетогруппы в кольцо Е также приводит к уменьшению активности за счёт менее 

выгодных взаимодействий с гидрофобными аминокислотными остатками. Соедине-

ния с большим гидрофильным заместителем в 8-м положении карболина и кетогруп-

пой в кольце Е, скорее всего, взаимодействуют с киназой в другой конформации, за 

счёт чего их активность приблизительно совпадает с активностью исходного манза-

мина. 
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3.3. Виртуальный скрининг и дизайн 

неконкурентных ингибиторов

В ходе нашей работы  выявлено потенциальное место взаимодействия киназы 

гликогенсинтазы 3β с неконкурентным ингибитором манзамином А: область между 

глициновой петлёй, петлёй С и активационной петлёй. Наличие молекулы лиганда в 

данной области нарушает связывание киназы с субстратом и не позволяет ферменту 

осуществить реакцию фосфорилирования. Таким образом, молекулы, взаимодейству-

ющие с данной областью  поверхности белка, могут выступать в качестве неконку-

рентных ингибиторов GSK-3. Поскольку молекула манзамина А в значительной сте-

пени гидрофобна и не образует стабильных водородных связей с киназой, использо-

вать её  в качестве шаблона при виртуальном скрининге довольно затруднительно. 

Тем не менее, возможно исследование соответствующей области пространства мето-

дом докинга.

Виртуальный скрининг по месту связывания манзамина проводили по тому же 

протоколу,  что  и  виртуальный  скрининг  по  АТФ-связывающему  центру  (раздел 

5.2.4).  Для докинга была использована структура,  соответствующая шагу динамики 

8839000 (17678 нс). Особенностью данной структуры является наличие контакта меж-

ду активационной петлёй и карболиновой группой молекулы лиганда. Общий вид ре-

шётки докинга приведён на рис. 3.8. Ограничения на наличие определённых взаимо-

действий в области связывания не использовались.

Рис. 3.8. Решётка, использованная для виртуального скрининга неконку-
рентных ингибиторов. Зелёный контур ограничивает область пространства, в кото-
рой обязательно наличие хотя бы одного неводородного атома лиганда. 
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В результате докинга были идентифицированы 9983 различных потенциальных 

лиганда (хита). Поскольку докинг проводился с использованием той же базы данных, 

что и докинг в центр связывания АТФ, существует вероятность высокого ранжирова-

ния  тех  же  молекул,  которые были  идентифицированы в  качестве  потенциальных 

конкурентных ингибиторов,  либо аналогичных  им. В связи с этим был предпринят 

повторный докинг в оба центра связывания и ранжирование хитов по значениям оце-

ночных функций. 

Единственными количественными критериями  качества докинга для  области 

связывания неконкурентных ингибиторов  является величина оценки и консенсусное 

ранжирование, поскольку отсутствуют,  во-первых, надёжно установленные способы 

связывания GSK-3 с неконкурентными ингибиторами, а во-вторых, достаточно об-

ширные серии таких ингибиторов с соответствующим размером молекул. Для облас-

ти связывания АТФ можно использовать количественные критерии, сформулирован-

ные в разделе 2.2 на основе анализа результатов докинга. Также имеет смысл оценить 

разность между значениями оценочных функций для каждой конкретной молекулы 

по  результатам докинга  в  оба  центра.  Результаты сравнения  оценок  приводятся  в 

табл. 3.4. Видно, что диапазон оценок для области связывания АТФ (1r0e) лежит ни-

же, чем для области связывания неконкурентных ингибиторов (1gng), то есть в облас-

ти лучших оценок. Это связано прежде всего с меньшим объёмом места связывания 

АТФ по сравнению с областью связывания неконкурентных ингибиторов, что приво-

дит к большей площади контакта и более высоким оценкам. Число хитов, предпочи-

тающих  неконкурентную  область,  сильно  отличается  для  различных  оценочных 

функций и мало зависит от диапазона оценок. Единственной оценочной функцией, в 

соответствии с которой большинство отобранных соединений имеют в неконкурент-

ной области предпочтительные значения оценочных функций, является ScreenScore.

Таблица 3.3. Сравнение оценок для хитов виртуального скрининга по области 
связывания неконкурентных ингибиторов.

Функция 1gng>1r0ea 1gng min 1gng max 1r0e min 1r0e max

Chemgauss3 144 –72.3 –24.3 –90.3 –47

Shapegauss 455 –443.2 –232.4 –511.2 –267.1

Chemscore 2068 –29.1 4.3 –31.7 –0.2

OEChemscore 2691 –43.5 –18.1 –49 –22.1

PLP 3656 –65 –26.9 –70.2 –29.1

ScreenScore 6148 –163.9 –62.6 –147.5 –57.7
a Число соединений, для которых предпочтительно связывание в неконкурентной области.
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Поскольку для каждой из оценочных функций разброс значений оценок очень 

велик и неоднороден, наиболее разумно провести консенсусное ранжирование, осно-

ванное на значении разности между оценками 1gng и 1r0e для различных оценочных 

функций: 

Δscore(функция) = score(1gng, функция) – score(1r0e, функция).

Если значение Δscore(функция) < 0, то можно считать предпочтительным свя-

зывание в неконкурентной области по оценке данной функции. На основе этого кри-

терия  можно  построить  индикаторную  функцию  Ind(Δscore(функция))  =  1  при 

Δscore(функция) < 0  и = 0 в иных ситуациях.  Сумма индикаторных функций по ис-

пользованным оценочным функциям ΣInd и будет выступать в качестве критерия кон-

сенсусного ранжирования.  Распределение значений ΣInd приведено в таблице 3.4.  В 

качестве  дополнительных  критериев  используются  значения  оценок  Chemgauss3  и 

Shapegauss, поскольку для них Δscore < 0 относительно редко.

Таблица 3.4. Распределение значений ΣInd.

ΣInd Общее количество хитов Δscore(Chemgauss3) < 0 Δscore(Shapegauss) < 0 Группа

6 5 5 5 3

5 69 24 48 3

4 799 22 102 2

3 1319 32 140 2

2 2405 28 110 1

1 2822 34 51 1

0 2533 0 0 1

Таким образом, можно выделить три группы хитов:

1.«Предпочитающие»  центр  связывания  АТФ  области  связывания  неконку-

рентных ингибиторов (ΣInd < 3);

2.Относительно высоко ранжированные в обоих центрах (2 < ΣInd < 5);

3.«Предпочитающие» центру  связывания  АТФ область  связывания  неконку-

рентных ингибиторов (ΣInd > 4).

Хиты первой и второй групп вряд ли могут выступать в качестве неконкурент-

ных ингибиторов в соответствии с принципом бритвы Оккама. Тем не менее, они мо-

гут представлять интерес в качестве потенциальных конкурентных ингибиторов.  В 
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качестве примера можно привести соединение 118 (рис. 3.9).  В случае взаимодейст-

вия  с  АТФ-связывающим  центром  пиразольный  атом  азота  образует  водородную 

связь с Asp133, амидный атом кислорода — с Val135, гидразиновый атом азота может 

образовывать дополнительную водородную связь с карбонильным атомом кислорода 

Val135,  а для  пара-толила  возможно  π-π-взаимодействие с Phe67. В случае области 

связывания  неконкурентных  ингибиторов  имеются  две  водородных  связи  с  кар-

бонильным атомом кислорода Lys94, а также водородная связь с амидным атомом во-

дорода Arg96; также возможно π-π-взаимодействие с Phe67. Взаимодействие с АТФ-

связывающей областью в данном случае выглядит предпочтительным, поскольку объ-

ём лиганда слишком мал по сравнению с объёмом области связывания неконкурент-

ных ингибиторов.

А)  Б)  В)

Рис. 3.9. А) Структура соединения 118. Б) Предложенный способ связывания в 
области связывания АТФ. В) Предложенный способ связывания в области связывания 
неконкурентных ингибиторов.

Наибольший интерес в качестве соединений-лидеров при дизайне потенциаль-

ных неконкурентных ингибиторов представляют соединения третьей группы.  Пять 

соединений, имеющих Σind = 6, приведены в таблице 3.5. Данные соединения взаимо-

действуют преимущественно с различными участками петли C; кроме того, время от 

времени встречается гидрофобное либо π-π-взаимодействие с Phe67.  Всего в данной 

области имеется три доступных донора водородной связи (амидные NH основной це-

пи Arg96 и Glu97 и терминальная амидная группа Asn95) и два доступных акцептора 

водородной связи (карбонильные атомы кислорода основной цепи Lys94 и Leu88). Ни 

одно из представленных в табл. 3.5 соединений не взаимодействует со всеми этими 

донорами и акцепторами одновременно, что открывает возможности для их модифи-

кации с целью улучшения связывания.
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Таблица 3.5. Структуры и способы связывания соединений с Σind = 6.

Номер Структура и 
ключевые 

взаимодействия

Способ связывания

119

π-π-взаимодействия 
c Phe67;
водородная связь с 
амидным NH 
основной цепи 
Arg96

120

водородные связи с 
карбонильным O 
Lys94 и Leu88;
водородная связь с 
амидным NH2 

Asn95
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Номер Структура и 
ключевые 

взаимодействия

Способ связывания

121

водородная связь с 
карбонильным O 
Lys94;
водородная связь с 
амидным NH2 

Asn95

122

водородная связь с 
карбонильным O 
Leu88;
водородные связи с 
амидным NH2 

Asn95;
CH···π-
взаимодействия с 
Phe67

123

водородные связи с 
карбонильным O 
Lys94 и Leu88;
π-π-взаимодействия 
c Phe67
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Все эти соединения имеют относительно небольшой размер и могут выступать 

скорее в качестве соединений-лидеров, чем в качестве самостоятельных ингибиторов. 

Наличие свободного пространства в области связывания позволяет предложить ис-

пользование  более  крупных ароматических фрагментов  либо алифатических поли-

циклов и каркасных структур, таких, как адамантан, бицикло[3.3.1]нонан и т. д. Заме-

на диметилфенильного фрагмента в 123 на адамантил приводит к уменьшению значе-

ний всех оценочных функций, что свидетельствует об улучшении связывания.

Общим  свойством  отобранных  структур является  наличие тетраэдрического 

атома углерода либо азота, несущего как минимум три объёмистых заместителя. Для 

двух из этих заместителей предпочтительна высокая гидрофобность, третий и четвёр-

тый (при его наличии) могут быть донорами или акцепторами водородных связей. До-

полнительной эффективности  связывания  соединений можно добиться путём введе-

ния группировки,  взаимодействующей с областью распознавания фосфатной группы 

субстрата. Поскольку эта область находится на некотором удалении от гидрофобной 

части ингибитора, соответствующая группировка должна быть присоединена к инги-

битору через алифатический спейсер длиной не менее двух метиленовых групп. В ка-

честве такой группировки может выступать практически любой пятичленный арома-

тический гетероцикл,  содержащий акцепторы водородной связи, в частности, карбо-

нильные группы. 

Для предложенных молекул наиболее очевидные способы модификации — вве-

дение гидроксильных групп в имеющиеся алифатические спейсеры.  В таком случае 

можно ожидать появления дополнительных водородных связей при сохранении ори-

ентации молекул в области связывания. Данный вариант требует разделения энантио-

меров на стадии синтеза.  Более разумным выглядит вариант введения объёмистых 

каркасных структур, модификация которых достаточно проста. 

Таким образом, нами проведено моделирование молекулярной динамики с це-

лью идентификации возможного места связывания неконкурентного ингибитора ман-

замина А на поверхности киназы гликогенсинтазы 3. Наиболее вероятным является 

связывание манзамина в области между глициновой петлёй, петлёй С и активацион-

ной петлёй,  позволяющее объяснить ключевые особенности известных соотношений 

«структура-активность». На основе оптимизированной структуры комплекса прове-

дён виртуальный скрининг методом докинга, идентифицированы потенциальные не-

конкурентные ингибиторы GSK-3. Предложены модификации соединений, приводя-

щие к возможному увеличению активности.
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Глава 4. Киназа гликогенсинтазы 3 у паразитических 

организмов как мишень потенциальных антипаразитарных 

препаратов

Киназа гликогенсинтазы 3 имеется практически у всех эукариотических орга-

низмов и участвует в одних и тех же сигнальных путях. Как следствие, нарушение её 

деятельности (в частности, ингибирование) может приводить к гибели организма, что 

имеет смысл использовать при создании антипаразитарных средств. Было показано, 

что ингибиторы GSK-3 могут быть использованы для борьбы с малярией [33], лейш-

маниозом [35], токсоплазмозом [36] и сонной болезнью [34]. Ингибиторы GSK-3 мо-

гут применяться для регулирования популяций вредоносных насекомых, таких, как 

клещи Rhipicephalus microplus [37, 38]. 

4.1. Анализ аминокислотных последовательностей GSK-3

К настоящему времени в базе данных Pubmed Protein [239] имеются 29 амино-

кислотных последовательностей, аннотированных как GSK-3 и относящихся к раз-

личным организмам (табл. 4.1): млекопитающим (свинья, мышь, крыса, человек), на-

секомым (дрозофила, комар Aedes aegypti (переносчик лихорадки Денге), клещ R. mic-

roplus),  нематодам  (Brugia  malayi), трематодам  (Schistosoma  mansoni), споровикам 

(малярийные плазмодии, токсоплазмы), трипаносоматидам (трипаносомы и лейшма-

нии), а также к грибкам, относящимся к различным отделам.  Имеется также некото-

рое количество родственных последовательностей, для которых отсутствуют надёж-

ные аннотации; такие последовательности были исключены нами из рассмотрения, 

как и GSK-3 различных растений, поскольку они не представляют значительного ин-

тереса как мишени потенциальных лекарственных средств.

Среди  различных  GSK-3  для  одной  киназы  экспериментально  исследованы 

кристаллические структуры (HsGSK-3β, см. гл. 1—3), а для трёх (PfGSK-3, TbGSK-3 

и LdGSK-3) — предложены модели пространственной структуры каталитического до-

мена [33-35, 39-40]. Модель PfGSK-3 Кругеля и Лемке [39-40] позволила объяснить 

некоторые  особенности  селективности  ингибиторов  HsGSK-3  по  отношению  к 

PfGSK-3. Тем не менее, систематическое исследование как самих киназ, так и крите-

риев селективности для их ингибиторов до настоящего времени проведено не было.
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Таблица 4.1. Аминокислотные последовательности различных организмов, ан-
нотированные как GSK-3.
Код доступа Обозначение Организм Длина Идентичность HsGSK-3β Подобие HsGSK-3β

P49840.2 HsGSK-3α Homo sapiens 285 89% 95%

Q6FI27 HsGSK-3β Homo sapiens 292 100% 100%

Q2NL51.2 MmGSK-3α Mus musculus 286 88% 94%

Q9WV60.2 MmGSK-3β Mus musculus 292 100% 100%

P18265.1 RnGSK-3α Rattus norvegicus 285 89% 94%

P18266.1 RnGSK-3β Rattus norvegicus 292 99% 100%

NP_001121915.1 SsGSK-3β Sus scrofa 292 99% 99%

ABO61882.1 RmGSK-3 Rhipicephalus microplus 285 84% 93%

Q1HRP9 AaGSK-3 Aedes aegypti 285 83% 93%

AAN09082.1 SHAGGY Drosophila melanogaster 285 83% 93%

XP_001897721.1 BmGSK-3 Brugia malayi 277 66% 75%

XP_002572305.1 SmGSK-3 Schistosoma mansoni 285 77% 88%

EEQ85886.1 AdGSK-3 Ajellomyces dermatitidis 284 72% 84%

EEH21342.1 PbrGSK-3 Paracoccidioides brasiliensis 284 71% 83%

Q0CKX1 AtGSK-3 Aspergillus terreus 268 68% 77%

AFUA_6G05120 AfGSK-3 Aspergillus fumigatus Af293 284 72% 83%

CHGG_07166 CgGSK-3 Chaetomium globosum CBS 148.51 284 71% 81%

CNB00720 CnGSK-3 Cryptococcus neoformans 332 66% 75%

XP_002418374.1 CdGSK-3 Candida dubliniensis 283 59% 79%

CIMG_02613 CiGSK-3 Coccidioides immitis RS 284 71% 83%

O77344 PfGSK-3 Plasmodium falciparum 3D7 287 56% 75%

Q4Z6R7 PbGSK-3 Plasmodium berghei 287 55% 73%

CAM67080.1 LiGSK-3 Leishmania infantum 330 44% 63%

3E3P_B LmGSK-3 Leishmania major 330 44% 63%

ABR18737.1 LdGSK-3 Leishmania donovani 330 44% 63%

Q0PKV3 LmxGSK-3 Leishmania mexicana 330 44% 63%

XP_001563953.1 LbGSK-3 Leishmania braziliensis 327 45% 63%

P49841 TbGSK-3 Trypanosoma brucei 327 47% 64%

AF042826 TPK3 Toxoplasma gondii 298 54% 73%

Для исследуемых аминокислотных последовательностей было построено вы-

равнивание (рис. 4.1). Из выравнивания видно, что каталитический домен GSK-3 от-

личается достаточно высокой консервативностью (наименьшая идентичность челове-

ческой киназе наблюдается у лейшманий — 44%), в то время как остальные области 

вариабельны. Например,  у AtGSK-3 отсутствует глициновая петля (вероятно,  из-за 

неточной  аннотации  последовательности  либо  ошибок  секвенирования),  а  у 

BmGSK-3 имеются значительные делеции в области взаимодействия с аксином. Боль-

шинство остальных инсерций и делеций расположено в петлях и не оказывает крити-
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ческого влияния на структуру киназы в целом. Большинство киназ содержит N-тер-

минальный  фрагмент,  в  котором  имеется  остаток  серина,  гомологичный  Ser9 

HsGSK-3β, что позволяет предположить возможность ингибирования киназы путём 

фосфорилирования и в иных организмах.

Рис. 4.1. Выравнивание аминокислотных последовательностей GSK-3 раз-
личных организмов. Цвет фона соответствует консервативности позиции: от белого 
(вариабельная позиция) до чёрного (консервативная позиция). 

На основе выравнивания аминокислотных последовательностей было построе-

но филогенетическое дерево эукариотических GSK-3 (рис. 4.2). Общая структура де-
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рева соответствует филогенетике самих исследуемых организмов.  Киназы простей-

ших образуют отдельную ветвь, другая ветвь относится к многоклеточным. Киназы 

грибов группируются в ветвь, отдельную от киназ животных. Киназы млекопитаю-

щих образуют две ветви, соответствующие α- и β-изоформам. Для простейших харак-

терны наибольшее разнообразие и расстояние от человеческой киназы; например, ди-

вергенция между киназами плазмодиев и лейшманий значительно выше, чем между 

киназами человека и насекомых.

Рис. 4.2. Филогенетическое дерево GSK-3.

Консервативность различных аминокислотных остатков GSK-3 изображена на 

рис. 4.3. Наиболее консервативна область молекулы, обеспечивающая функциониро-

вание киназы — катализ реакции переноса фосфатной группы от АТФ к субстрату 

(остатки Lys856, Glu97, Asp200, Asn186, а также остатки глицина в глициновой пет-

ле). Кроме того, абсолютно консервативна область, ответственная за распознавание 

предварительно  фосфорилированной  фосфатной  группы  субстрата  (Arg96,  Arg180, 

6 Здесь и далее нумерация аминокислотных остатков приводится в соответствии с HsGSK-3β, если не указано 
иное.
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Lys205),  что позволяет сделать вывод об аналогичной субстратной специфичности 

GSK-3 вне зависимости от организма. Также консервативен остаток Tyr216 и взаимо-

действующие с ним остатки аргинина 220 и 223, что свидетельствует о сохранении 

механизма активации киназы в ходе эволюции. 

Рис.  4.3.  Консервативность  аминокислотной  последовательности  GSK-3. 
Структура  1UV5 окрашена в  соответствии со  значением оценки консервативности 
генной последовательности ConSurf: от минимальной (голубая) до максимальной (фи-
олетовая). 

На рисунке 4.4 приведено расположение консервативных аминокислотных ос-

татков в области связывания АТФ. Остатки Cys199, Leu188, Pro136, Thr138, Lys85 и 

Asp200 совершенно консервативны; боковая цепь остатка Asp133 не участвует во вза-

имодействии с АТФ либо ингибитором, поэтому данный остаток можно считать ус-

ловно консервативным. Во всех остальных ключевых позициях области связывания 

имеются различия, позволяющие создавать или пытаться создавать селективные ин-

гибиторы киназ паразитов, не действующие на GSK-3 человека. Из рис. 4.4Б следует, 

что создание селективных ингибиторов теоретически возможно для всех рассматри-

ваемых киназ. Частота встречаемости различных аминокислотных остатков в области 

связывания АТФ приведена в табл. 4.2, из которой следует, что чаще других встреча-

ются те остатки, которые имеются у человека, что, однако, является следствием учёта 

киназ всех остальных млекопитающих.
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Рис. 4.4. А) Консервативность области связывания АТФ. Абсолютно консерва-
тивные остатки и Asp133 показаны в виде стержней, вариабельные — в виде шаро-
стержневых моделей. Б) Вариабельные аминокислотные остатки в области связыва-
ния АТФ.

Таблица 4.2. Частота встречаемости (%) и консервативность различных амино-
кислотных остатков в области связывания АТФ. Полужирным начертанием выделены 
аминокислотные остатки HsGSK-3.
Позиция A D E F H I K L M Q R V Y Консервативность 

62 21 50 4 25 6

110 3 7 90 8

132 66 31 3 7

134 21 3 3 72 1

135 28 72 7

137 17 76 7 7

141 17 83 6

185 21 79 9

4.2. Моделирование пространственной структуры GSK-3  

паразитов

Поскольку для GSK-3 паразитов известны лишь отдельные ингибиторы, являю-

щиеся в то же время ингибиторами GSK-3 человека, наиболее рациональным подхо-
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дом к созданию селективных ингибиторов является дизайн и виртуальный скрининг, 

основанный на  модели  структуры киназы.  Мы провели  моделирование  структуры 

GSK-3 всех перечисленных выше паразитических и вредоносных организмов, осно-

вываясь на двух шаблонных структурах — 1UV5 и 1Q41  (табл. 1.1), которые пред-

ставляют собой комплексы человеческой GSK-3 с ингибиторами ряда индирубинов. 

Для ингибиторов этого ряда была показана активность по отношению к GSK-3 L. do-

novani, R. microplus, P. falciparum и T. brucei. Параметры качества построенных моде-

лей приведены в табл. 4.3. Видно, что большинство параметров имеет более благо-

приятные значения в случае моделей, основанных на шаблоне 1Q41, вследствие чего 

именно эти модели используются для дальнейшего рассмотрения.

Таблица 4.3. Параметры карт Рамачандрана и оценки «z-score» для моделей GSK-3.

Название

длина 
после-
дова-
тель-
ности

1UV5 1Q41

Благо-

приятные

Допус-

тимые

Неблаго-

приятные

Запре-

щённые

z-

score

Благо-

приятные

Допус-

тимые

Неблаго-

приятные

Запре-

щённые
z-score

HsGSK-3β 292 84.1% 13.9% 0.0% 2.0% -11.07 86.5% 12.5% 0.3% 0.7% -11.11

RmGSK-3 285 91.3% 6.3% 1.2% 1.2% -10.35 92.1% 6.7% 0.4% 0.8% -10.47

AaGSK-3 285 90.4% 7.6% 0.8% 1.2% -10.03 90.4% 8.4% 0.4% 0.8% -10.05

SHAGGY 285 91.7% 6.3% 0.8% 1.2% -9.48 90.9% 7.9% 0.4% 0.8% -9.58

BmGSK-3 277 88.8% 9.2% 1.7% 0.4% -9.21 89.6% 8.8% 1.7% 0.0% -9.01

SmGSK-3 285 89.3% 8.3% 0.8% 1.6% -9.68 92.1% 6.7% 0.4% 0.8% -9.43

AdGSK-3 284 89.6% 8.0% 0.8% 1.6% -9.7 89.6% 8.8% 0.4% 1.2% -9.58

PbrGSK-3 284 88.8% 8.8% 0.8% 1.6% -9.53 90.8% 8.0% 0.4% 0.8% -9.51

AtGSK-3 268 89.4% 7.6% 1.3% 1.7% -8.75 89.8% 8.9% 0.4% 0.8% -8.74

AfGSK-3 284 89.6% 7.6% 1.2% 1.6% -9.37 89.2% 9.2% 0.8% 0.8% -9.36

CgGSK-3 284 88.8% 9.2% 0.8% 1.2% -9.31 90.0% 8.8% 0.4% 0.8% -9.29

CnGSK-3 332 89.3% 8.3% 1.7% 0.7% -9.65 91.0% 8.0% 0.3% 0.7% -9.40

CdGSK-3 283 89.1% 8.5% 0.8% 1.6% -9.74 89.1% 10.1% 0.0% 0.8% -9.37

HsGSK-3β 292 84.1% 13.9% 0.0% 2.0% -11.07 86.5% 12.5% 0.3% 0.8% -9.67

RmGSK-3 285 91.3% 6.3% 1.2% 1.2% -10.35 92.1% 6.7% 0.4% 0.8% -10.02

AaGSK-3 285 90.4% 7.6% 0.8% 1.2% -10.03 90.4% 8.4% 0.4% 1.2% -9.84

SHAGGY 285 91.7% 6.3% 0.8% 1.2% -9.48 90.9% 7.9% 0.4% 0.7% -7.97

BmGSK-3 277 88.8% 9.2% 1.7% 0.4% -9.21 89.6% 8.8% 1.7% 1.0% -8.27

SmGSK-3 285 89.3% 8.3% 0.8% 1.6% -9.68 92.1% 6.7% 0.4% 1.7% -7.87

AdGSK-3 284 89.6% 8.0% 0.8% 1.6% -9.7 89.6% 8.8% 0.4% 1.0% -7.94

PbrGSK-3 284 88.8% 8.8% 0.8% 1.6% -9.53 90.8% 8.0% 0.4% 0.7% -8.01

TbGSK-3 327 89.5% 8.8% 0.4% 1.4% -8.92 88.4% 10.5% 0.7% 0.4% -8.12

TPK3 298 89.1% 8.7% 1.1% 1.1% -9.25 90.9% 7.9% 0.4% 0.8% -8.95
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Модели киназ паразитов отличаются высокой схожестью с шаблонными струк-

турами. Для большинства из них, за исключением TPK3, RMSD Cα-атомов не превы-

шает 2.1 Å, и лишь для TPK3 оно составляет 5.84 Å из-за наличия значительных ин-

серций, приводящих к общему смещению основной цепи при оптимизации. Для тех 

из них, которые содержат инсерции и делеции относительно HsGSK-3β в каталити-

ческом домене,  проведено сравнение структур (табл.  4.4,  рис.  4.5).  Киназы можно 

сгруппировать в зависимости от наличия и характера этих отличий. Видно, что струк-

турные отличия не затрагивают область связывания АТФ, однако могут оказывать 

опосредованное влияние на распознавание субстратов. 

Таблица 4.4. Инсерции и делеции в GSK-3 паразитов по сравнению с шаблонами. 

Группа Киназы Отличия от шаблона

I Hsα, Hsβ, Rnα, Rnβ, 
Mmβ,  Ss,  SHAGGY, 
Rm, Aa, Sm

нет

Ia Mmα + 1 остаток на N-конце спирали H

II Lm, Li, Ld, Lmx, Lb + 3 остатка в петле β4-β5;
+ 1 остаток на C-конце спирали C;
+ 2 остатка в петле αF-β7;
+ 3 остатка на N-конце спирали H

III Cn + 9 остатков в петле β2-β3

IV TPK3 + 4 остатка в петле β4-β5;
+ 9 остатков на N-конце спирали H

V Bm –  фрагмент  между  активационной  петлёй  и  спиралью  F 
(остатки 221-241);
– петля в аксин-связывающей области (остатки 278-298)

VI Tb + 2 остатка на C-конце спирали C;
+ 2 остатка в петле αF-β7

VII Pf, Pb + 2 остатка в петле β4-β5

VIII Ad, Af, Pbr, Ci, Cg – 1 остаток на N-конце спирали H

VIIIa Cd – 1 остаток на N-конце спирали H;
– 1 остаток в петле β4-β5

VIIIb At – 1 остаток на N-конце спирали H;
– глициновая петля (цепи β1 и β2);
+ 3 остатка в петле αF-β7
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Рис. 4.5. Наложение структур шаблона 1Q41 (окрашен преимущественно фи-
олетовым) и моделей (голубые во всех случаях). Различия, описанные в табл. 4.4, об-
ведены зелёными кружочками.

Благодаря вставкам в спирали С (TbGSK-3 и киназы лейшманий) возможно до-

стижение значительной селективности при дизайне неконкурентных ингибиторов (см. 

гл. 3). Аналогичный эффект могут иметь вставки в петле αF-β7, также имеющиеся у 

GSK-3 лейшманий. 
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CnGSK-3 имеет уникальную для этой серии большую вставку в петле β2-β3, ко-

торая может влиять на подвижность глициновой петли и, как следствие, на объём и 

подвижность области связывания АТФ. Кроме того, в отличие от остальных грибко-

вых киназ CnGSK-3 не имеет вставок в области спирали H. 

У GSK-3 B. malayi имеются уникальные особенности, отличающие её от других 

надёжно аннотированных GSK-3:  это  две  больших делеции,  отвечающие  внешней 

стороне области связывания аксина [45] и области между активационной петлёй и 

спиралью F  (рис. 4.5). Тем не менее, эти делеции не затрагивают место связывания 

фосфатной группы субстрата, Tyr216 и место связывания АТФ. Таким образом, столь 

значительные изменения структуры не должны оказывать значительного влияния на 

ферментативную функцию киназы, однако, скорее всего, приводят к изменению про-

филя её субстратной селективности.  Стоит отметить,  что спираль G сохраняется в 

структуре BmGSK-3 и может взаимодействовать с аксином несмотря на отсутствие 

других аксин-связывающих элементов.

АТФ-связывающие карманы киназ насекомых и червей схожи с соответствую-

щими  областями  киназ  млекопитающих.  Во  всех  этих  случаях  имеется  замена 

Val135Ile,  приводящая  к  уменьшению  объёма  области  связывания;  у  AaGSK-3  и 

SHAGGY имеется также замена Arg141Lys, консервативная функционально, посколь-

ку остаток лизина может образовать солевой мостик с Glu137 с тем же успехом, что и 

аргинин. SmGSK-3 также несёт замену Tyr134Phe, однако она вряд ли может быть ис-

пользована для дизайна селективных ингибиторов, поскольку водородная связь с гид-

роксильной группой Tyr134 неизвестна ни для одного ингибитора HsGSK-3β.

Рис.  4.6.  Сравнение  областей  связывания  АТФ  SmGSK-3 (слева)  и  HsGSK-3β 
(структура 1Q41, здесь и далее обозначена оранжевым цветом).  Молекулярная по-
верхность окрашена по гидрофобности (наиболее гидрофобные области — коричне-
вые, наименее — голубые, промежуточные — зелёные). Видно, что у SmGSK-3 име-
ется дополнительный небольшой выступ на нижней поверхности области связывания.
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У всех грибковых киназ имеется остаток валина вместо изолейцина в позиции 

62,  упрощающий доступ крупных молекул  в  карман связывания.  Два  вида  имеют 

весьма  специфические  замены,  значительно  влияющие  на  профиль  селективности: 

CdGSK-3 несёт замену Val110Ala, значительно увеличивающую доступный объём об-

ласти связывания вместе с заменой Ile62Val  (рис. 4.7), а у CgGSK-3 имеется редко 

встречающийся остаток глутамина в позиции гейткипера, коренным образом изменя-

ющий схему расположения доноров и акцепторов водородной связи в АТФ-связыва-

ющем кармане (рис. 4.8). У обеих упомянутых киназ вследствие наличия таких замен 

появляются дополнительные полости в области связывания, заполнение которых дол-

жно быть использовано при создании селективных лекарственных веществ.

Рис. 4.7. Сравнение областей связывания АТФ CdGSK-3 (слева) и HsGSK-3β. Мо-
лекулярная поверхность окрашена по гидрофобности. Видно, что у СdGSK-3 имеется 
дополнительный карман в левой части, вход в область связывания более широкий, а 
сама  область  связывания  несколько  менее  гидрофобна,  чем  аналогичная  область 
HsGSK-3.

Рис. 4.8. Сравнение областей связывания АТФ CgGSK-3 (слева) и HsGSK-3β. Мо-
лекулярная  поверхность  окрашена  согласно  гидрофобности.  Видны  значительные 
различия в распределении липофильности по поверхности области связывания, а так-
же в её форме.

146



Наибольшее  разнообразие  областей  связывания  АТФ  наблюдается  в  GSK-3 

простейших.  Главное  различие  между  ними  и  HsGSK-3  —  замена  гейткипера 

Leu132Met, изменяющая объём области связывания и распределение её электронной 

плотности: вместо малоподвижного гидрофобного остатка лейцина появляется более 

конформационно гибкий аминокислотный остаток метионина, несущий акцептор во-

дородной связи. Позиция 62 может быть занята остатком аланина (лейшмании (рис. 

4.9) и трипаносомы), лейцина (токсоплазмы) либо изолейцина (плазмодии).  У лейш-

маний и трипаносом также имеется замена Gln185His, заметно меняющая свойства 

аминокислотного остатка на входе в область связывания. 

Рис.  4.9.  Сравнение областей связывания АТФ  LmGSK-3 (слева)  и HsGSK-3β. 
Молекулярная  поверхность окрашена согласно гидрофобности.  Видно  наличие  до-
полнительной полости в верхней части благодаря замене Val62Ala, изменение степе-
ни гидрофобности кармана и затруднение входа в него.

У плазмодиев также имеются остатки изолейцина в позициях 110 и 135, что де-

лает их АТФ-связывающий карман небольшим и гидрофобным.  Кроме того, в кина-

зах плазмодиев маловероятно образование прочного солевого мостика между остатка-

ми 141 и 137, поскольку во второй из этих позиций киназы плазмодиев несут остаток 

глутамина вместо глутамата либо аспартата, взаимодействие которого с подвижным 

Lys141 менее выгодно, чем гидратация  (рис. 4.10); последний остаток может также 

образовывать водородную связь с карбонильной группой основной цепи остатка 62, 

как это происходит в циклин-зависимых киназах [50] и приводит к затруднению вхо-

да молекул в АТФ-связывающий карман.
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Рис.  4.10.  Сравнение областей связывания АТФ  PfGSK-3 (слева)  и HsGSK-3β. 
Молекулярная поверхность окрашена согласно гидрофобности. Видно отсутствие по-
лости рядом с гейткипером и затруднение входа в область связывания за счёт наличия 
замены Arg141Lys (на переднем плане слева).

Наблюдаемые  различия  и  малое  количество  исследованных  ингибиторов  не 

позволяют вывести строгие критерии селективности для киназ паразитов. Тем не ме-

нее, на основе наших моделей можно объяснить  наличие селективности пауллонов 

(от 10 до 30 раз активнее по отношению к HsGSK-3) и отсутствие селективности у ин-

дирубинов к PfGSK-3. Прежде всего, пауллоны образуют лишь две водородных связи 

с основной цепью шарнирного участка, в то время как индирубины образуют три та-

ких связи. Энергия дополнительной водородной связи позволяет уменьшить влияние 

незначительных стерических препятствий, возникающих при замене лейцина на мети-

онин в гейткиперной позиции, и чуть более значительных, возникающих из-за высо-

кой подвижности Lys141 и введения остатков изолейцина в область связывания.

Киназы червей и грибов больше похожи на HsGSK-3, чем киназы простейших. 

Биологический эффект их ингибирования не был исследован экспериментально, одна-

ко можно предположить, что GSK-3 участвует в тех же сигнальных путях, которые 

имеются у людей и насекомых,  в  частности,  в инсулиновом сигнальном пути или 

Wnt.  Ингибирование этих путей нарушает функционирование организма и должно 

быть летальным для грибов и червей, и как следствие, ингибиторы GSK-3 соответст-

вующих организмов могут быть полезны в качестве средств от грибковых заболева-

ний, шистосомоза и филяриатоза. 

Единственная значимая замена в области связывания АТФ GSK-3 червей — 

Val135Ile, приводящая к незначительному уменьшению молекулярного объёма. Как 
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следствие, некоторые ингибиторы HsGSK-3 не будут ингибировать GSK-3 червей, в 

то  время  как  ингибиторы  последних,  скорее  всего,  будут  также  ингибиторами 

HsGSK-3. Тем не менее, путём тщательной подгонки молекулярной формы ингиби-

тора можно будет добиться требуемой селективности.

Объём сайта связывания киназ  грибков превышает  объём аналогичного сайта 

HsGSK-3,  вследствие  чего  ингибиторы  человеческой  киназы  могут  ингибировать 

GSK-3 грибков. Это может быть проблемой в случае активации сигнального пути Wnt 

при системном ингибировании GSK-3, например, из-за быстрого развития кандидоза 

при терапии диабета II типа [240].  С другой стороны, наличие специфических замен 

позволяет  создавать  весьма  селективные  ингибиторы  GSK-3  отдельных  видов  (C. 

globosum, C. dubliniensis). 

Важной проблемой при дизайне любых противопаразитических лекарственных 

средств является также оптимизация структуры таким образом, чтобы добиться преи-

мущественной абсорбции действующего вещества в теле паразита, но не человека. 

Подводя итог нашего анализа, можно заключить, что на его основе можно вы-

вести ряд рекомендаций для дизайна новых селективных ингибиторов. Прежде всего, 

следует учитывать возможность взаимодействия ингибитора с гейткипером: соедине-

ния, образующие водородные связи с атомом серы метионина, будут селективны по 

отношению к HsGSK-3, имеющей в этой позиции лейцин. Очень селективные ингиби-

торы могут быть найдены для CgGSK-3, содержащей глутаминовый гейткипер и бо-

льшой карман связывания АТФ; другие киназы грибков способны принимать более 

крупные  молекулы,  чем  киназа  человека.  Напротив,  GSK-3  червей  и  малярийных 

плазмодиев могут принимать только меньшие ингибиторы, чем человеческая киназа. 

Во всех случаях наиболее важным способом достижения селективности будет пра-

вильная оптимизация молекулярной формы.

4.3. Виртуальный скрининг и дизайн ингибиторов GSK-3 

паразитов

Поскольку для большинства киназ паразитов невозможна статистическая вали-

дация системы виртуального скрининга вследствие отсутствия достаточного количе-

ства известных ингибиторов, мы сконцентрировались на дизайне потенциальных ин-

гибиторов с учётом селективных особенностей различных областей связывания. Кро-
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ме  того,  значительный  интерес  представляет  задача  поиска  новых  ингибиторов 

PfGSK-3 среди соединений, для которых доказана антиплазмодиальная активность — 

набора антималярийных соединений Tres Cantos (TCAMS [241]) с целью идентифика-

ции соединений, мишенью которых может являться PfGSK-3.

4.3.1. Дизайн ингибиторов GSK-3 паразитов

Мы провели молекулярный дизайн потенциальных соединений-лидеров на ос-

нове  моделей  структур  GSK-3,  обладающих наиболее  специфическими карманами 

связывания. В качестве начальной структуры был использован индирубин-3'-оксим 5, 

для которого доказана ингибиторная активность по отношению к GSK-3 различных 

организмов и на основе структуры комплекса с которым были построены модели ки-

наз. Во всех случаях был произведён переход от плоской структуры индирубина к не-

плоским спироциклическим соединениям, поскольку ключевые полости расположены 

над и под плоскостью индирубина; при этом были по возможности сохранены водо-

родные связи между шарниром и ингибитором.  Возможные структуры комплексов 

были предложены путём докинга с помощью программы FRED.

4.3.1.1. Дизайн ингибитора GSK-3 Leishmania major

Благодаря аминокислотной замене Val62Ala у  L. major имеется дополнитель-

ный карман в «верхней» части области связывания — в глициновой петле. Чтобы до-

биться взаимодействия с ним,  мы заменили часть молекулы индирубин-3'-оксима на 

пятичленный цикл, получив тем самым спироциклическую структуру 124.  При этом 

карман  соответствует  третьему  положению  кольца,  в  котором  у  нас  расположен 

этильный заместитель. Связывание с HsGSK-3 для такой системы крайне маловероят-

но при наличии этильного заместителя, но теоретически возможно при его отсутст-

вии. Таким образом, предложенное соединение может быть селективным ингибито-

ром GSK-3, воздействующим на лейшмании.

А)  Б) 

Рис.  4.11. А)  Структура  потенциального ингибитора  LmGSK-3  (124);  Б)  его 
предсказанный способ связывания.
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4.3.1.2. Дизайн ингибитора GSK-3 Chaetomium globosum

Карман в глициновой петле CgGSK-3 расположен несколько глубже, чем соот-

ветствующий карман LmGSK-3, поэтому более предпочтительно замещение не в тре-

тьем, а во втором положении нового кольца. Размер кармана также несколько мень-

ше, что делает предпочтительным введение не этильного, а метильного заместителя. 

Дополнительно можно увеличить селективность за счёт введения групп, взаимодейст-

вующих с глутаминовым гейткипером, в индолоновый фрагмент; это могут быть гид-

роксильные группы в положении 7 индолона либо замена соответствующего атома 

углерода на атом азота. Впрочем, атом кислорода амидной группы глутамина может 

образовывать водородную связь СН···О и непосредственно с предложенным соедине-

нием 125.

А)  Б) 

Рис.  4.12. А)  Структура  потенциального  ингибитора  CgGSK-3  (125);  Б)  его 
предсказанный способ связывания.

4.3.1.3. Дизайн ингибитора GSK-3 Candida dubliniensis

В отличие от описанных выше киназ, CdGSK-3 содержит дополнительную по-

лость в «нижней» части области связывания, в связи с чем требуется изменение ори-

ентации индолонового фрагмента индирубина  в области связывания АТФ. Достичь 

необходимого результата удалось путём добавления к молекуле ингибитора 126 н-бу-

тильного заместителя, который заполняет полость, образовавшуюся благодаря замене 

Val110Ala.
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А)  Б) 

Рис.  4.13. А)  Структура  потенциального  ингибитора  CdGSK-3  (126); Б)  его 
предсказанный способ связывания.

4.3.2.  Поиск  потенциальных  ингибиторов  PfGSK-3  в 

библиотеке TCAMS7

Библиотека соединений TCAMS была построена на основе коллекции корпора-

ции  GlaxoSmithKline  (1986056  соединений)  путём  высокопроизводительного  скри-

нинга: проверяли ингибирование роста Plasmodium falciparum 3D7 при концентрации 

тестируемого соединения 2 мкМ. Было отобрано 19451 соединение, для которых ин-

гибирование роста составляло не менее 80%, после чего была проведена повторная 

очистка соединений, и испытания были повторены дважды. В окончательный список 

отбирались те соединения, которые хотя бы в двух из трёх повторов проявляли 80% 

ингибиторной активности. Всего было отобрано 13533 соединения [241].  Примерно 

для  400  соединений  удалось  идентифицировать  потенциальные  молекулярные  ми-

шени, в то время как для остальных известна лишь общая противоплазмодиальная ак-

тивность.  В связи с этим представляется интересным провести докинг библиотеки 

TCAMS  с  целью  идентификации  соединений,  для  которых  одной  из  возможных 

молекулярных мишеней может оказаться PfGSK-3. 

Докинг проводили по методике, аналогичной использованной для поиска кон-

курентных ингибиторов HsGSK-3β (гл.  5.2.4). При подготовке библиотеки соедине-

ний не проводили её предварительное фильтрование, поскольку поиск соединений-

лидеров в данном случае не требуется. Число конформеров, генерируемых для каждо-

го  соединения,  было  увеличено до 500,  поскольку  многие  соединения библиотеки 

7 В данном разделе нумерация аминокислотных остатков соответствует последовательности PfGSK-3.
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имеют значительное количество подвижных связей. Единственным ограничением при 

докинге было обязательное наличие водородной связи с аминогруппой основной цепи 

Ile160. 

Общим свойством подавляющего большинства хитов докинга является запол-

нение периферического пространства области связывания. Из-за контактов с Ile133 и 

Met157 (гейткипер)  немногие  соединения  могут  образовать  водородную  связь  с 

Glu158. С другой стороны, многие хиты вследствие своего большого размера взаимо-

действуют с областью связывания фосфатной группы АТФ и рибозным карманом. 

Всего после визуального анализа результатов докинга отобраны 300 соединений, ко-

торые с высокой степенью достоверности могут оказаться ингибиторами PfGSK-3. 

Примеры таких соединений приведены в таблице 4.5.

Таблица 4.5. Примеры потенциальных ингибиторов PfGSK-3 из базы TCAMS.

Номер Структура Способ связывания

127

Лучшее значение консенсусной 

оценки

128

Взаимодействие 2-аминопирими-
дина с шарниром, большая 
молекула
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Номер Структура Способ связывания

129

Взаимодействие 2-аминопирими-
дина с шарниром, большая моле-
кула

130

Взаимодействие бензопиразола с 

шарниром, хинолина — с Lys108

131

Потенциальная водородная связь 

CH···O
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Номер Структура Способ связывания

132

Пирролопиридиновый фрагмент 

взаимодействует с шарниром

133

Противоположная ориентация 
пирролопиридинового фрагмента 
по сравнению с предыдущим; 
солевой мостик с Lys108

134

Взаимодействие 2-аминопирими-
дина с шарниром, большая моле-
кула
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Номер Структура Способ связывания

135

Взаимодействия с областью свя-
зывания фосфатной группы АТФ 
и рибозным карманом

Таким  образом,  в  ходе  анализа  GSK-3  паразитических  организмов  были 

выявлены те из них, для которых наиболее вероятно создание селективных ингибито-

ров  (C.  globosum,  C.  dubliniensis,  L.  major),  и  проведён  дизайн  потенциальных 

ингибиторов. Для всех киназ построены модели пространственной структуры и сфор-

мулированы критерии селективности ингибиторов по отношению к GSK-3 человека. 

В библиотеке соединений TCAMS проведён поиск соединений, для которых вероят-

ным механизмом действия является ингибирование GSK-3 P. falciparum.
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Глава 5. Методы исследования

5.1. Методы исследования количественных соотношений 

«пространственная структура — активность»

Моделирование количественных соотношений «пространственная структура — 

активность» (3D-QSAR) проводилось методами сравнительного анализа молекуляр-

ных полей (CoMFA [175]) и сравнительного анализа индексов молекулярного подо-

бия  (CoMSIA  [176])  для  наиболее  обширных  серий  конкурентных  ингибиторов 

GSK-3. Предпочтение отдавалось данным, исходящим из одной лаборатории, что поз-

воляло использовать для построения модели значения IC50 без предварительной обра-

ботки. В случае серии малеимидов значения IC50 были получены из разнородных ис-

точников, вследствие чего был осуществлён пересчёт значений IC50 в значения кон-

стант ингибирования (Ki) при помощи уравнения Ченга—Прусоффа [206]. Моделиро-

вание проводилось средствами программного комплекса SYBYL 8.0 [217]; простран-

ственные структуры соединений выборок генерировались с помощью ConCoord 8.0 

(2000 итераций минимизации, остальные параметры по умолчанию). Наложение мо-

лекул проводилось по общему фрагменту. Поскольку во всех случаях были использо-

ваны  относительно  небольшие  выборки  соединений  (не  более  105),  при  оценке 

предсказательной способности моделей мы руководствовались коэффициентами кор-

реляции скользящего контроля q2. Оценку q2 проводили путём десятикратного произ-

вольного разбиения выборки на группы размером около 7 соединений и усреднения 

получаемых результатов.

С целью построения более надёжных моделей во всех случаях был проведён 

анализ влияния метода расчёта частичных атомных зарядов на статистические пара-

метры модели. Заряды рассчитывались по схемам Гастайгера — Хюккеля (Г-Х) [242, 

243], MMFF94 (MMFF)  [244], Пюльман (PULL)  [245] (данные схемы реализованы в 

SYBYL), Кирхгофа (KCM, реализована О. Яковенко [246]), динамической релаксации 

электроотрицательности (DENR,  реализована Д. А. Шульгой [247, 248]),  AM1-BCC 

[249] (расчёт проводился в программе antechamber [250]), MK-ESP [251], RESP [252] 

(расчёт  проводился  в  программе  resp  [253]),  Лёвдина  (LOW)  [254] и  Малликена 

(MULL)  [255].  Квантовохимические  расчёты  проводились  в  программе 
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PC-GAMESS/Firefly на уровне теории RHF/6-31G* без дополнительной оптимизации 

структуры [256].

Моделирование CoMFA проводилось средставми SYBYL 8.0 с использованием 

параметров по умолчанию: силовое поле Tripos  [257], пробный атом Csp3 с формаль-

ным зарядом +1, шаг решётки 2.0 Å, порог стерической и электростатической энергии 

30 ккал/моль, диэлектрическая проницаемость обратно пропорциональна расстоянию 

(1/r2), без сглаживания.

Моделирование CoMSIA проводилось средставми SYBYL 8.0 с использовани-

ем аналогичных параметров для пробного атома и шага решётки. Использовались все 

пять типов индексов подобия, доступные в рамках метода: стерическое, электростати-

ческое, донорное, акцепторное и гидрофобное.  Фактор ослабления  был выбран рав-

ным 0.3.

Оптимальное число компонентов в модели определяли методом исключения по 

одному (LOO): строились модели с различным числом компонентов (от 3 до 10, при 

необходимости до 20), после чего выбиралось число компонентов, приводящее к оп-

тимальному значению q2(LOO). Затем при фиксированном числе компонентов прово-

дили скользящий контроль и строили окончательную модель. При наличии выбросов 

их исключали из рассмотрения и проводили построение модели повторно.

Прогноз на основе модели проводили путём построения и оптимизации струк-

туры молекулы в SYBYL, расчёта зарядов соответствующим методом, наложения мо-

лекулы на использованное при построении модели выравнивание и предсказания ак-

тивности с помощью модели.

5.2. Виртуальный скрининг

5.2.1. Подготовка библиотек соединений

Используемые  нами  методы  виртуального  скрининга  основаны  на  политике 

многократного использования подготовленной базы данных для виртуального скри-

нинга по различным мишеням либо различными методами. Как следствие, правильно 

подготовленная  библиотека  соединений  представляет  собой  самостоятельную цен-

ность и может в  дальнейшем быть использована  для совершенно других задач.  В 

частности,  стадия конформационного поиска — одна из наиболее длительных при 

виртуальном скрининге  с  использованием пространственных структур  потенциаль-
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ных лигандов. Преимуществом методологии, использованной в настоящей работе, яв-

ляется тот факт, что генерация конформаций осуществляется лишь однажды, после 

чего построенный ансамбль конформеров может быть использован для виртуального 

скрининга различными методами и по отношению к различным мишеням.

Наиболее большая и разнообразная библиотека известных к настоящему време-

ни соединений свободно распространяется под названием ZINC и содержит более 13 

миллионов структур [224].  Использование всей этой библиотеки целиком нерацио-

нально в силу наличия большого числа излишне крупных либо конформационно под-

вижных соединений, для которых может быть найдена приемлемая ориентация почти 

в любой области связывания, а также соединений,  имеющих неприемлемые физико-

химические свойства для создания лекарственных средств. Нами были также введены 

дополнительные ограничения относительно стандартной схемы с целью генерации 

более специфичной выборки для виртуального скрининга (табл. 5.1): например, мини-

мальное число доноров и акцепторов водородной связи было выбрано равным 1, пос-

кольку для эффективного взаимодействия с областью шарнира киназы требуются до-

норы и акцепторы водородной связи. 

Таблица 5.1. Критерии фильтрации базы данных ZINC.

Параметр Минимальное 
значение

Максимальное 
значение

Молекулярная масса 150 500

Число неводородных атомов 10 30

Число циклических систем 1 4

Число доноров водородной связи 1 4

Число акцепторов водородной связи 1 6

Число вращаемых связей 0 10

Число жёстких связей 0 25

Число гетероатомов 2 12

Рассчитанная липофильность –5 4

Формальный заряд –2 +2

Итогом фильтрации базы данных ZINC стала библиотека потенциальных сое-

динений-лидеров,  содержащая  1 204 522  структуры.  Генерацию  конформаций  осу-

ществляли с помощью программы Omega2 [258] со следующими параметрами: число 
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генерируемых конформаций не более 350, минимальное среднеквадратичное отклоне-

ние (RMSD) между конформациями 1.0 Å. Заряды на атомах молекул рассчитывали 

по схеме MMFF94 [244]. Программа Omega2 осуществляет генерацию ансамблей низ-

коэнергетических конформаций; в подавляющем большинстве случаев в состав ан-

самбля  входит  биологически  активная  конформация  [258].  Поскольку  библиотека 

ZINC изначально была отфильтрована с целью отбора небольших молекул, обладаю-

щих не очень высокой конформационной подвижностью, для большинства исследуе-

мых соединений число возможных конформаций меньше 350,  что позволяет считать 

покрытие  конформационного пространства при генерации приемлемым.  Аналогич-

ным образом осуществлялась генерация конформационных ансамблей и для других 

библиотек соединений, исследованных в нашей работе.

Для методов,  основанных на простом анализе структурной формулы соедине-

ния (одноклассовый классификатор, поиск по наличию подструктуры), предваритель-

ная подготовка библиотек соединений не проводилась. При дальнейшем анализе хи-

тов (докинг, наложение на фармакофор) подготовка проводилась как описано выше.

5.2.2.  Подготовка  к  докингу  и  генерация  предполагаемых 

структур комплексов ингибиторов и киназы

Подготовку структуры киназы к докингу осуществляли в SYBYL 8.0 путём до-

бавления всех атомов водорода, удаления кристаллизационной воды и 200 шагов ми-

нимизации энергии методом Пауэлла в силовом поле Tripos. Дальнейшую подготовку 

проводили в fred_receptor — генерировали сеточное поле для области связывания и 

внутренний и внешний контуры (рис. 5.1): внутренний контур ограничивает область 

пространства, в которой обязательно наличие хотя бы одного неводородного атома 

лиганда, а внешний контур ограничивает область пространства, за пределами которой 

запрещено наличие неводородных атомов лиганда. Кроме того, были сгенерированы 

структурные ограничения на наличие водородных связей между амидным NH Val135 

и лигандом, а также между карбонильным атомом кислорода основной цепи Asp133 и 

лигандом.

160



Рис. 5.1. Внутренний и внешний контуры, использованные для докинга в 
настоящей работе.

Докинг проводили с использованием программы FRED (Fast Rigid Exhaustive 

Docking, быстрый жёсткий исчерпывающий докинг [209]), которая основана на поис-

ке оптимальной ориентации жёсткой молекулы в области связывания.  Ключевыми 

критериями правильности докинга в данном случае являются наличие требуемых ли-

ганд-белковых взаимодействий (удовлетворение ограничениям), соответствие формы 

лиганда и соответствующей полости рецептора, а также наличие выгодных лиганд-

белковых взаимодействий. В ходе докинга производится последовательный перебор 

ориентаций каждой предварительно сгенерированной конформации лиганда (шаг пе-

реноса 1.0 Å, шаг вращения 1.5 Å), после чего отбираются 100 оптимальных ориента-

ций согласно значению оценочной функции Chemgauss3, которые повторно оптими-

зируются  с  вдвое  меньшим шагом решётки согласно значению той же оценочной 

функции.  Окончательный выбор  оптимальной ориентации  производится  на  основе 

консенсуса функций PLP [259], OEChemscore [260] и Chemgauss3 [261].

5.2.3. Валидация системы виртуального скрининга

Валидация системы виртуального скрининга, основанной на докинге, проводи-

лась на основе трёх критериев: (а) качество воспроизведения кристаллической струк-

туры комплекса ингибитора с киназой; (б) общее обогащение выборки истинно актив-

ными соединениями; (в) обогащение наиболее высоко ранжированной доли хитлиста 

истинно активными соединениями.

Качество воспроизведения кристаллических структур оценивали путём расчёта 

RMSD между координатами неводородных атомов ингибитора, предложенными про-
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граммой докинга, и координатами неводородных атомов ингибитора, наблюдаемыми 

в кристаллической структуре. С целью достижения максимального соответствия меж-

ду структурами белка их наложение проводилось на основании выравнивания атомов 

основной цепи шарнирной области (аминокислотные остатки 132-137). Расчёт RMSD 

проводили с использованием программного комплекса VMD [262]. 

После  генерации  предполагаемых  структур  комплексов  проводилась  оценка 

энергии связывания с помощью оценочных функций Chemgauss3, PLP, OEChemscore, 

Screenscore [263] и Shapegauss [261], реализованных в программе FRED, а также с по-

мощью модуля CScore [264] программного комплекса SYBYL 8.0, позволяющего про-

изводить  оценку  с  помощью  функций  Chemscore,  D_score  [208],  G_score  [232] и 

PMF_score  [265] и оптимизацию структуры комплекса с повторной оценкой (Chem-

scoreR, DR_score, GR_score, PMFR_score). При использовании CScore заряды на ато-

мах белка были рассчитаны по схеме Коллмана [266], а на атомах лигандов — по схе-

ме Гастайгера — Хюккеля [242, 243]. Консенсусная оценка проводилась по отдель-

ности в программах FRED и CScore, однако не была использована при количествен-

ном анализе качества системы скрининга, поскольку её численные значения зависят 

не от конкретных параметров взаимодействия белка с лигандом, а от ранжирования 

результатов скрининга.

Для всех одиночных оценочных функций, перечисленных выше, были рассчи-

таны параметры обогащения с использованием методов ROC («рабочая характеристи-

ка  приёмника»,  Receiver  Operating  Characteristic)  и  BEDROC  (Boltzmann-Enhanced 

Discrimination of ROC, разделение ROC по распределению Больцмана), первый из ко-

торых позволяет провести анализ общего обогащения выборки, а второй — началь-

ной части выборки. 

Метод ROC  [222] основан на построении кривой ROC, площадь под которой 

равна  вероятности  правильного  ранжирования  двух  произвольных  соединений:  по 

оси абсцисс откладывается доля извлечённых истинно неактивных соединений, а по 

оси ординат — доля извлечённых истинно активных соединений. Минимальное зна-

чение для обеих осей составляет 0, максимальное — 1. Кроме того, имеется возмож-

ность рассчитать параметры точности предсказания (ACC), оптимального порогового 

значения оценочной функции (приводящего к максимальной точности) (OT), а также 

доли извлечённых истинно активных и истинно неактивных соединений при исполь-
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зовании порогового значения. Анализ ROC проводили с использованием веб-сервера 

StAR, а также standalone-версии данной программы [StAR], которые позволяют также 

оценить статистическую значимость различий между классификаторами. Для оценки 

значимости было использовано значение p = 0.95. Достоинством метода является ста-

тистическая достоверность и устойчивость результатов при изменении соотношения 

активных и неактивных соединений в анализируемой выборке (при сохранении рас-

пределения оценок).

Метод BEDROC используется для оценки обогащения в наиболее высоко ран-

жированной части хитлиста — так называемого «раннего обогащения» [223]. Расчёт 

метрики осуществляется по следующей формуле:

BEDROC=
∑
i=1

n

e
− r i
N

n
N  1−e−

e/N−1 
Ra sinh /2

cosh /2−cosh  /2− Ra


1

1−e1−R a
,

где  n — число активных соединений,  N — общее число соединений в исследуемой 

выборке, Ra — доля активных соединений в выборке, ri — ранг i-того активного сое-

динения, α — параметр раннего обогащения (обратно пропорционален доле хитлиста, 

для которой важно обогащение). В нашей работе было использовано значение α = 20, 

позволяющее анализировать как исходную выборку, «пересыщенную» активными со-

единениями, так и её подвыборки меньшего размера. Вычисление BEDROC проводи-

лось с помощью программы, предоставленной авторами метода. Анализ ненасыщен-

ных подвыборок проводился с помощью процедуры бутстреппинга, заключавшейся в 

разделении выборки истинно активных соединений, ранжированной в соответствии с 

исследуемой оценочной функцией, на 20 групп, в каждой из которых содержались со-

единения с номерами m + 50j, где m и j варьируют от 1 до 20, m — номер группы, j — 

итератор. Для каждой группы проводился расчёт BEDROC, после чего значения усре-

днялись. Получаемые таким образом значения BEDROC1 для различных групп близки 

друг к другу, однако относительно невелики по абсолютному значению вследствие 

использования обширной выборки активных соединений, покрывающей значитель-

ный диапазон активности и значений оценочных функций.
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5.2.4. Докинг библиотеки ZINC

Докинг подготовленной библиотеки ZINC осуществляли на  вычислительном 

кластере с использованием программы FRED. Библиотека была разделена на 170 час-

тей размером от 1700 до 17 000 соединений в соответствии с изначальным разделени-

ем базы данных. Проводился докинг в структуру киназы 1R0E, подготовленную как 

описано выше,  и  генерировались хитлисты по 1000 соединений с  использованием 

оценочных функций Chemgauss3, PLP, OEChemScore, ScreenScore и Shapegauss, а так-

же консенсусный хитлист по всем пяти функциям. Хитлисты для каждой оценочной 

функции были объединены и подвергнуты повторному скринингу с использованием 

тех же оценочных функций; для каждой функции вновь генерировался хитлист объё-

мом 1000 соединений. Итого было создано 36 хитлистов для всех возможных попар-

ных комбинаций оценочных функций (табл. 2.14). Каждый из них был подвергнут ви-

зуальному анализу в программе VIDA 4.0 [209] с целью удаления соединений, не об-

ладающих необходимой комбинацией взаимодействий с киназой либо зафиксирован-

ных в нереалистичных конформациях. В частности, были отброшены молекулы, в ко-

торых донором и акцептором водородной связи с шарнирными аминокислотными ос-

татками является одна и та же группировка, например, гидроксил; молекулы, фор-

мально удовлетворяющие изначальным ограничениям, однако расположенные непри-

емлемым образом.

5.2.5. Фармакофорный поиск

Фармакофорный поиск проводился с использованием программы ROCS (Rapid 

Overlay of Chemical Structures,  быстрое наложение химических структур [209]). При 

построении фармакофорной модели ROCS было использовано наложение рентгеновс-

ких структур комплексов ингибиторов с киназой. При построении модели ROCS гене-

рирует  молекулярную  форму,  представляющую  собой  объединение  молекулярных 

форм ингибиторов, используемых для построения модели [218], и набор всех фарма-

кофорных элементов, имеющихся в молекулах: доноры и акцепторы водородной свя-

зи,  циклы,  гидрофобные  элементы,  катионы и  анионы.  Фармакофорные  элементы 

представляются в виде «цветных атомов», каждый из которых может обладать одним 

или несколькими из перечисленных свойств. Если центры «цветных атомов» различ-

ных молекул расположены достаточно близко друг от друга (< 0.7 Å), проводится 
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объединение «цветных атомов». Каждому «цветному атому» можно приписать пара-

метр веса, характеризующий важность этого элемента для проявления искомой био-

логической активности. 

При построении модели генерируются все возможные фармакофорные гипоте-

зы, основанные на не более чем n молекулах из тех, что были предъявлены пользова-

телем. Число n не может быть больше исходного числа молекул; в нашем случае n = 

5. Отбор гипотез осуществляется на основе их соответствия всем остальным структу-

рам, использованным при построении модели. 

Оценка соответствия молекулы фармакофорной гипотезе производится с помо-

щью индекса подобия Танимото. Используются два критерия: подобие молекулярной 

формы (ShapeTanimoto) и подобие расположения «цветных атомов» в гипотезе и в 

молекуле (ColorTanimoto). Сумма этих параметров (TanimotoCombo) является общей 

мерой подобия молекулы гипотезе и может быть использована при оценке качества 

модели методами ROC и BEDROC. Методология валидации аналогична методологии 

валидации ВС методом докинга (см. гл. 5.2.3). 

5.2.6. Одноклассовая классификация

Одноклассовая классификация основана на идее, что вся необходимая инфор-

мация для нахождения новых активных соединений содержится в выборке известных 

активных соединений [268]. Таким образом, на основе достаточно обширной выборки 

ингибиторов GSK-3 возможно создание новых ингибиторов, руководимое одноклас-

совым классификатором.

Нами был разработан одноклассовый классификатор, основанный на искусст-

венной нейронной сети (ИНС) с обратным распространением ошибки с кодированием 

и декодированием сигнала [220]. Суть метода заключается в обучении ИНС  воспро-

изводить молекулярный  отпечаток FP2 [269]: на вход сети подаётся молекулярный 

отпечаток длиной 1024 бита, на выходе сети этот отпечаток должен быть реконструи-

рован. Точность реконструкции определяется путём сравнения воспроизведённого от-

печатка с исходным с помощью индекса Танимото; чем выше подобие исходного и 

воспроизведённого  отпечатка, тем выше вероятность, что данное соединение будет 

активным.  Классификатор можно статистически валидировать с помощью методов 

ROC и BEDROC.
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Построение молекулярного отпечатка FP2 основано на индексировании линей-

ных путей в молекулярном графе длиной от одного до семи атомов (атомы C, N и О 

игнорируются); путь прерывается, если атомы образуют цикл. Для каждого из таких 

фрагментов записываются атомы, способ их связи и факт замкнутости цикла, после 

чего  фрагмент сохраняется в  канонической форме.  Каждый фрагмент учитывается 

лишь однажды, после чего ему приписывается номер от 0 до 1020, определяющий по-

зицию бита в строке из 1024 бит. 

Обучение нейронной сети проводилось с использованием 67% активных соеди-

нений в качестве обучающей выборки и 33% в качестве внутреннего контроля. Обу-

чение прекращали при возрастании ошибки на внутренней контрольной выборке в 

течение 50 циклов обучения. Поскольку разбиение выборки и само обучение — сто-

хастические процессы, проводился отбор различных моделей («экспертов»), для кото-

рых качество воспроизведения данных было наилучшим: были отобраны три модели 

с тремя нейронами в скрытом слое и три модели с четырьмя нейронами в скрытом 

слое.  Окончательная  оценка  представляет  собой  среднее  арифметическое  оценок, 

выставляемых индивидуальными моделями.

5.2.7. Виртуальный скрининг по наличию подструктуры

Виртуальный скрининг по наличию подструктуры осуществляли с использова-

нием  программы  3DFS  [270].  Данная  программа  анализирует  файлы  структурных 

данных (SDF), выводя те молекулы, которые содержат фрагмент, подаваемый на вход 

программы. 

5.2.8. Виртуальный скрининг по электростатическому подобию

При проведении виртуального скрининга по электростатическому подобию ис-

пользовалась единственная шаблонная молекула — химениальдизин 35. Для неё была 

построена фармакофорная гипотеза ROCS, состоящая из молекулярной формы и всех 

цветных атомов, по которой проводилось первичное фильтрование 170 выборок из 

библиотеки ZINC (см. 5.2.4). Объём хитлиста каждой выборки составлял 500 соедине-

ний,  поскольку  вследствие  небольшого  объёма шаблонной молекулы большинство 

более крупных соединений получает заниженные оценки. Хитлисты были объедине-

ны,  профильтрованы  по  подобию  электростатического  потенциала  с  помощью 
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программы EON [209, 271] и ранжированы по значению оценочной функции ET_com-

bo.  Докинг проводился для  1830 хитов с наивысшими значениями оценочной функ-

ции по процедуре, описанной в разделе 5.2.2. Результаты докинга были получены для 

831 структуры; причины неудачного докинга — отсутствие необходимых для удов-

летворения  структурным  ограничениям  фрагментов молекулы  либо  неприемлемая 

ориентация при удовлетворении структурным ограничениям.

Оценка электростатического подобия проводилась с использованием функции 

ET_combo, являющейся суммой двух параметров: подобие формы по Танимото и по-

добие электростатического потенциала по Танимото (ET_pb, используется диэлектри-

ческая постоянная ε = 80). Электростатический потенциал рассчитывается путём ре-

шения уравнения Пуассона — Больцмана с помощью метода Zap [271].

5.3. Дизайн ингибиторов de novo

Дизайн  ингибиторов  de  novo  проводился  с  помощью  программы  LigBuilder 

[229]; был использован алгоритм GROW — наращивание заместителей вокруг цент-

рального  фрагмента.  Заместители  наращиваются  путём  извлечения  структурных 

фрагментов из библиотеки и  присоединения их к центральному фрагменту. На каж-

дой стадии происходит оценка энергии связывания с помощью эмпирической оценоч-

ной функции, сохраняются только те заместители,  которые приводят к улучшению 

связывания. Кроме того, имеется список нежелательных фрагментов, наличие кото-

рых в молекуле приводит к нежелательному увеличению её реакционной способности 

либо привносит токсичность.  Также было использовано ограничение на молекуляр-

ную массу генерируемых структур — не более 600 г/моль.  Отбор соединений для 

дальнейшего исследования проводился на основе оценки их новизны и синтетической 

доступности.

5.4. Анализ механизма неконкурентного ингибирования 

манзаминами

В качестве модельного лиганда из серии манзаминов был выбран наиболее изу-

ченный и один из наиболее активных — манзамин А. Поиск возможных мест связы-

вания манзамина А на поверхности GSK-3 проводили по следующей схеме:

1. Генерация структур комплекса манзамин-киназа;
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2. Отбор моделей комплексов, которые можно соотнести с какими-либо функ-

циональными аналогами либо механизмами;

3. Исследование устойчивости и механических свойств отобранных комплексов 

методом моделирования молекулярной динамики;

4. Анализ результатов моделирования и выбор приоритетной структуры комп-

лекса для дальнейших исселедований;

5.  Поиск новых потенциальных неконкурентных ингибиторов методом вирту-

ального скрининга.

5.4.1. Молекулярный докинг

Поиск возможных способов связывания манзамина А с киназой гликогенсинта-

зы 3 проводили методом докинга с помощью программы AutoDock 4.01, в которой ре-

ализован генетический алгоритм поиска оптимального решения [272, 273]. Использо-

вали структуру киназы в активированной форме (pTyr216), извлечённую из базы дан-

ных PDB (код доступа 1GNG [44]). Оптимизацию и первичную подготовку структуры 

белка  проводили  с  помощью  средств  программного  комплекса  SYBYL  8.0  [217]. 

Подготовку  структур  белка  и  лиганда  к  докингу  осуществляли  с  помощью 

программного  комплекса  AutoDockTools  1.4.5  [274].  Заряды  на  атомах  белка  и 

лиганда рассчитывали по схеме Гастайгера [242].

Расчёт потенциалов лиганд-рецепторного взаимодействия проводился в узлах 

сетки, включающей все области, пригодные для связывания лиганда. В связи с внут-

ренними ограничениями программы докинга на размер сеток были построены три 

сетки, для каждой из которых генерировались 100 ориентаций лиганда. Связь между 

карболиновой и полициклической группировками лиганда была явным образом поме-

чена как подвижная. Построенные таким образом наборы ориентаций лиганда разби-

вались  на  кластеры  на  основе  значения  среднеквадратичного  отклонения  между 

структурами;  пороговое  значение  отклонения составляло 2.0  Å.  Представительные 

структуры из каждого кластера использовались для дальнейшего анализа.

5.4.2. Анализ результатов докинга

Оценку энергии связывания для различных ориентаций лиганда проводили с 

помощью оценочной функции AutoDock [273] и набора оценочных функций CScore 

[264], входящего в состав программного пакета SYBYL 8.0  и включающего в себя 
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оценочные функции G_score [232], D_score [208], PMF_score [265] и ChemScore [260]. 

Выбор ориентаций лиганда в различных областях связывания для дальнейшего иссле-

дования осуществляли на основе значений оценочных функций и визуального анали-

за.

5.4.3. Моделирование молекулярной динамики

Моделирование молекулярной динамики для всех систем проводили с исполь-

зованием  программного  комплекса  AMBER  10  [275].  Использовали  силовое  поле 

AMBER ff99SB [276] для молекулы белка и силовое поле GAFF [277] для молекулы 

лиганда.  Заряды  на  атомах  белка  расставляли  в  соответствии  с  силовым  полем 

AMBER ff99SB, а на атомах лиганда вычисляли по схеме AM1-BCC [249] с помощью 

программы Antechamber 1.27 [250]. С целью сокращения времени расчёта на длины 

связей, в которых принимают участие атомы водорода, были наложены ограничения с 

помощью алгоритма SHAKE [278]. Суммарный заряд системы нейтрализовали путём 

добавления необходимого числа хлорид-ионов.

При моделировании молекулярной динамики использовали явное представле-

ние молекул воды с помощью модели TIP3P [279] и периодические граничные усло-

вия. Форма бокса с растворителем представляла собой усечённый октаэдр. Темпера-

туру системы поддерживали равной 300 К с помощью метода Ланжевена, параметр 

частоты столкновений брали равным 2 пс-1. Процедура подготовки системы к накоп-

лению траектории включала в себя следующие стадии:

1.Минимизация энергии молекул растворителя (500 итераций методом наиско-

рейшего спуска, 500 итераций методом сопряжённых градиентов) с наложением сило-

вых ограничений на положение атомов белка и лиганда (500 ккал/(моль·Å2));

2.Постепенный нагрев системы от 0 К до 300 К в течение 50 пс (шаг интегриро-

вания — 2 фс) с использованием силовых ограничений на положение атомов белка и 

лиганда (2 ккал/(моль·Å2)) при постоянном объёме системы;

3.Оптимизация плотности системы в  течение  50 пс  (шаг интегрирования — 

2 фс) при постоянном давлении и температуре с использованием силовых ограниче-

ний на положение атомов белка и лиганда (2 ккал/(моль·Å2));

4.Уравновешивание (equilibration) системы в течение 500 пс (шаг интегрирова-

ния — 2 фс) при постоянном давлении и температуре без силовых ограничений.
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Моделирование молекулярной динамики проводили на 256 процессорах супер-

компьютера СКИФ МГУ «ЧЕБЫШЁВ» (НИВЦ МГУ) с использованием шага интег-

рирования, равного 2 фс. Моделировали 10 нс динамики; в случае недостаточно одно-

значных результатов проводили дополнительное моделирование.

5.4.4. Конформационный поиск

Конформационный поиск  для  молекулы манзамина проводился  при помощи 

программы LMOD [234], входящей в состав пакета AMBER 10,  с целью сравнения 

конформационного поведения лиганда в комплексах и в свободном состоянии. Метод 

основан на последовательном исследовании конформационного пространства путём 

движения вдоль низкоэнергетических коллективных степеней свободы молекулы. Ко-

лебательные (нормальные) моды и соответствующие им собственные векторы опре-

делялись только в точке локального минимума геометрии. В каждом последующем 

поиске геометрические параметры структуры последовательно изменялись вдоль од-

ного из выбранных собственных векторов до тех пор, пока энергия системы после на-

чального роста не начинала понижаться, что часто соответствует пересечению кон-

формационного барьера. Далее проводилась локальная минимизация и оптимальная 

геометрия сравнивалась с набором уже полученных конформаций на предмет совпа-

дения. В качестве начальной была выбрана конформация манзамина А, построенная в 

программе SYBYL 8.0 и оптимизированная в силовом поле Tripos [257] так, чтобы до-

биться визуального соответствия всех торсионных углов и  конформаций циклов с 

рентгеноструктурными данными [167]. В процессе конформационного поиска для мо-

делирования  водного  окружения  применялась  континуальная  модель  воды  GBSA 

(граничное расстояние для несвязевых взаимодействий 25Å, обобщенная модель Бор-

на [280], площадь поверхности молекул рассчитана по методу [281], константа по-

верхностного натяжения 0.005 ккал/(моль·Å)) в силу невозможности применения мо-

дели явного растворителя из-за  сильно неравновесных геометрий полной системы, 

возникавших бы в противном случае в процессе конформационного поиска. В резуль-

тате получен список из 100 конформаций, для некоторых из которых было проведено 

моделирование молекулярной динамики по схеме, описанной выше, с целью исследо-

вания их поведения в условниях модели явного растворителя (воды TIP3P).
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5.4.5.  Анализ  результатов  молекулярной  динамики  и 

конформационного поиска

Визуальный анализ траекторий молекулярной динамики проводили с помощью 

программы молекулярной графики VMD [262]. Построение корреляционных матриц 

осуществляли с помощью программы ptraj, входящей в состав AMBER 10; элементы 

такой матрицы отражают корреляцию координат Cα-атомов различных аминокислот-

ных остатков вдоль траектории. Коэффициент корреляции, близкий к единице, свиде-

тельствует о преимущественно однонаправленном движении, близкий к минус едини-

це — о противонаправленном движении, а близкий к нулю свидетельствует об отсут-

ствии  связи  между  движением  соответствующих  фрагментов  белка.  Изображение 

корреляционных матриц в виде карт строили с  помощью программы LabPlot  1.5.1 

[282].

Для повышения наглядности результатов конформационных исследований тра-

ектории лиганда в комплексах и свободном состоянии были модифицированы следу-

ющим образом: конформации манзамина А выравнивались по максимальному нало-

жению (RMSD) пяти атомов углерода, образующих самую «жёсткую» часть каркаса 

молекулы манзамина (рис. 5.2).

Рис. 5.2. Конформация молекулы манзамина, соответствующая глобально-
му минимуму энергии. Жёлтым цветом выделен фрагмент, использованный для на-
ложения. Оранжевым цветом выделен фрагмент макроцикла D, обсуждаемый в разд. 
3.2.4. Остальные атомы окрашены согласно типам: H — голубой, C — серый, N — си-
ний, O — красный.
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5.4.6. Методология MM-PBSA

Оценку  энергии связывания проводили с  использованием методологии MM-

PBSA [283], реализованной в рамках AMBER 10. Суть метода заключается в вычисле-

нии изменения свободной энергии ΔG для процесса связывания путём оценки сред-

ней по траектории свободной энергии Гиббса <G> для структур комплекса (C), лиган-

да (L) и свободного белка (P):

Δ<G> = <GC> – <GP> – <GL>.

Оценка энергии Гиббса производится на основе соотношения

<G> = <EMM> + <GS> – <TSMM>,

где <EMM> — средняя энергия  структуры,  оцененная методом молекулярной 

механики с помощью следующего соотношения:

<EMM> = <Ebond> + <Eangle> + <Etors> + <EvdW> + <Eel>,

члены  которого  соответствуют  средним  энергиям  связей,  валентных  углов, 

торсионных углов, ван-дер-Ваальсовых и электростатических взаимодействий. GS — 

это свободная энергия сольватации, вычисляемая путём численного решения уравне-

ния Пуассона — Больцмана [284] (GS_PBSA) или с помощью более простого вычисли-

тельно обобщённого метода Борна [285] (GS_GBSA). Энтропийный вклад TSMM рассчи-

тывается с помощью анализа нормальных мод траектории [286]. 

Во всех случаях для оценки энергии связывания использовали метод трёх тра-

екторий, оценивая энергетические параметры свободных белка и лиганда на основе 

независимых траекторий. Альтернативой ему является метод одной траектории, при 

использовании которого оценка термодинамических параметров свободного белка и 

лиганда проводится на основе координат, извлечённых из траектории комплекса. Та-

кая оценка допустима в случае небольших структурных изменений, индуцированных 

связыванием лиганда, однако при сравнении нескольких различных лиганд-рецептор-

ных комплексов данное приближение является слишком грубым и в то же время бо-

лее ресурсоёмким по сравнению с методом трёх траекторий.
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5.5. Биоинформационный анализ

5.5.1. Филогенетический анализ

Аминокислотные последовательности GSK-3 различных организмов были из-

влечены из базы данных Pubmed Protein [239]. Извлекали все последовательности, ан-

нотированные как GSK-3, после чего отбрасывали те из них, которые были аннотиро-

ваны явно ошибочно: слишком короткие последовательности, последовательности со 

слишком большими вставками или разрывами (> 30 аминокислотных остатков),  пос-

ледовательности со слишком низкой идентичностью GSK-3 человека (< 20%). 

Выравнивание  аминокислотных  последовательностей  строили  с  помощью 

ClustalX 2.0.11 [287], при необходимости вносили изменения вручную. Степень иден-

тичности рассчитывали с помощью GENEDOC [288]. Филогенетическое дерево стро-

или в программе MEGA 4 [289] методом объединения соседей с использованием ана-

лиза реконструкции филогении. Тысяча реплик была использована при бутстреппин-

ге, модель — p-расстояние.

Анализ консервативности проводили с использованием веб-сервера ConSurf 3.0 

[290-292], на котором производится анализ вариабельности остатков с точки зрения 

кодирующих их генных триплетов, а также визуализация консервативности при нали-

чии структуры белка. Некоторые функционально консервативные замены достаточно 

маловероятны с точки зрения генетики, но в то же время некоторые неконсерватив-

ные замены соответствуют высокой консервативности генной последовательности.

5.5.2. Построение моделей структуры киназы

Модели структуры GSK-3 были построены с помощью программы Modeller 9v7 

[293].  В качестве шаблонов были использованы структуры GSK-3 в комплексе с ин-

дирубинами — 1UV5 [52] и 1Q41, цепь В [49]. Использование данных структур про-

диктовано тем фактом, что индирубины обладают высокой ингибиторной активнос-

тью как по отношению к GSK-3 человека, так и по отношению к GSK-3 других ор-

ганизмов [33-35]. С помощью каждого шаблона были построены 50 моделей для каж-

дого исследуемого белка. Оптимизацию модели проводили методом моделирования 

отжига, реализованным в Modeller: оптимизация модели  slow, 300 итераций метода 

сопряжённых  градиентов,  уточнение  модели  методом  моделирования  отжига  ve-
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ry_slow, 3 повтора оптимизации до достижения значения объектной функции Model-

ler > 106.  Выбор лучшей модели осуществляли на основе функции DOPE, объектной 

функции Modeller и оценки качества модели PROCHECK [294]. Лучшие модели, ос-

нованные на каждом из шаблонов, сравнивались с точки зрения параметров карты Ра-

мачандрана и z-оценки метода ProSA [295] (табл. 4.3), которые свидетельствуют, что 

модели, основанные на шаблоне 1Q41, обладают лучшим стереохимическим качест-

вом несмотря на отсутствие  в шаблоне фрагмента петли  β4-β5.  Сравнение моделей 

проводилось с помощью SYBYL 8.0.

Докинг библиотеки TCAMS  [241] в модели проводился по методике, описан-

ной в 5.2.4; единственное отличие состояло в генерации 500 конформаций для каждо-

го соединения библиотеки, поскольку многие соединения в ней отличаются наличием 

значительного числа подвижных связей. 
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Выводы

1.  Разработана система консервативного виртуального скрининга, нацеленная 

на поиск конкурентных  по отношению к АТФ ингибиторов киназы гликогенсинта-

зы 3 (GSK-3)  человека и основанная на трёх взаимодополняющих методах: молеку-

лярном  докинге,  фармакофорном поиске  и  одноклассовой  классификации.  Надёж-

ность системы подтверждена статистическими методами. С использованием системы 

предложены структуры новых потенциальных ингибиторов GSK-3.

2. С помощью неконсервативного виртуального скрининга, основанного на на-

личии подструктуры и электростатическом подобии, предложены структуры потенци-

альных ингибиторов GSK-3, принадлежащие к не исследованным ранее структурным 

классам.

3.  Впервые построены модели  количественных соотношений «пространствен-

ная структура — активность» для конкурентных ингибиторов GSK-3 человека ме-

тодами CoMFA и CoMSIA с использованием новых схем расчёта частичных атомных 

зарядов KCM и DENR, приводящих к моделям с более высокой предсказательной 

способностью.

4.  На  основе  систематического  анализа  механизма взаимодействия манзами-

на А с GSK-3 установлено наиболее вероятное место связывания неконкурентных ин-

гибиторов. Впервые идентифицированы потенциальные неконкурентные ингибиторы 

GSK-3 путём виртуального скрининга библиотеки коммерчески доступных соедине-

ний ZINC, включающей 13 млн структур.

5. Впервые построены модели структуры GSK-3 паразитических организмов, 

вызывающих социально значимые заболевания. Сформулированы рекомендации по 

поиску потенциальных антипаразитарных лекарств, действующих на эти киназы; на 

основе  молекулярного  дизайна  впервые  предложены  потенциальные  ингибиторы 

GSK-3 Candida dubliniensis, Chaetomium globosum и Leishmania major. Для ряда соеди-

нений из библиотеки TCAMS, обладающих общей противомалярийной активностью, 

предложен потенциальный механизм действия — ингибирование GSK-3 малярийного 

плазмодия.
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