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ВИРТУАЛЬНЫЙ СКРИНИНГ ПИРРОЛ-СОДЕРЖАЩИХ СТРУКТУРНЫХ 
АНАЛОГОВ ИМАТИНИБА МЕТОДОМ МОЛЕКУЛЯРНОГО ДОКИНГА

Аннотация. Ингибиторы тирозинкиназ стали общепринятым стандартом в лечении хронического миелоидного 
лейкоза. Однако вторичная резистентность пациентов, часто развивающаяся с течением заболевания, обуславливает 
необходимость поиска новых эффективных киназных ингибиторов. В данной работе с помощью программного обес-
печения Autodock Vina был осуществлен молекулярный докинг комбинаторной библиотеки структур, сконструи-
рованных de novo. При этом основной подход к дизайну заключался в замене бензольного линкера в структуре има-
тиниба на пиррольный фрагмент. В качестве рецепторов использовались структуры киназ C-ABl, Human ABl  
и T315I-мутантная ABl. Подготовка лигандов проводилась средствами пакета MGl Tools. Подготовка рецепторов, 
определение размеров и положения активного центра фермента, анализ и визуализация результатов осуществлялись 
в программе Chimera 1.10. Для параметра интенсивности поиска (exhaustiveness) Autodock Vina было установлено 
значение 24. На основании сравнения с результатами докинга известных ингибиторов иматиниба и нилотиниба 
исследуемые структуры были отфильтрованы. Выбраны две наиболее перспективные структуры, для которых 
оценка энергии связывания Autodock Vina score составила –13,6 и –13,1 соответственно.
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Abstract. Tyrosine kinase inhibitors became a common treatment option for chronic myelogenous leukemia (CMl). Still 
secondary resistance of patients connected with disease progression remains a major challenge. More effective kinase inhibitors 
are of great need. In this study, design and molecular docking of combinatory library of de novo imatinib-like structures was 
performed using Autodock Vina. The main design approach was to replace a benzene linker in the structure of imatinib with  
a pyrrole ring. Crystal structures of CMl-related C-ABl, Human ABl and T315I mutant ABl were used as receptors. ligands 
were prepared in MGl Tools. Chimera 1.10 was used for receptor preparation, binding site parametrization and visualization  
of results. Vina’s exhaustiveness of search was set to 24. All docked structures were filtered based on the known inhibitors results. 
Two structures showed the promising predicted binding affinities (Autodock Vina’s score –13.6 and –13.1 respectively) compa-
rable with those of approved kinase inhibitors imatinib and nilotinib.
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Введение. Эффективность лечения хронического миелоидного лейкоза существенно повыси-
лась после введения в клиническую практику препаратов иматиниб, нилотиниб и понатиниб, 
являющихся специфическими ингибиторами тирозинкиназ. Данные соединения селективно свя-
зываются с активным центром BCR-ABl тирозинкиназы – белком, ответственным за развитие 
заболевания, что приводит к подавлению роста опухолевых клеток, не влияя на функцию здоро-
вых клеток. Тем не менее, использование препаратов часто ограничено невосприимчивостью 
пациентов, а также развитием серьезных побочных эффектов или резистентности вследствие по-
явления мутантных форм BCR-ABl [1]. Таким образом, разработка новых ингибиторов тирозин-
киназ, активных в отношении хронического миелолейкоза, является актуальной научной задачей.

Одним из методов выявления соединений-кандидатов, потенциально обладающих биологи-
ческой активностью, является компьютерное моделирование комплексов белок–лиганд. В дан-
ной работе для поиска потенциальных ингибиторов тирозинкиназ проведен виртуальный скри-
нинг созданной нами библиотеки соединений с использованием метода молекулярного докинга.

Материалы и методы исследования. Требования к структуре соединений-кандидатов для 
проведения скрининга были обусловлены особенностями связывания иматиниба, первого 
успешного ингибитора BCR-ABl тирозинкиназы, в активном центре фермента. Принципиально, 
в структуре иматиниба можно выделить три фрагмента: участок связывания в адениновом кар-
мане, участок связывания в DFG-out (аллостерическом) кармане и линкер. Поскольку наиболее 
устойчивая мутация BCR-ABl киназы характеризуется заменой в 315-м положении аминокис-
лотной последовательности треонина на изолейцин, основным препятствием для расположения 
иматиниба в активном центре является стерический фактор, обусловленный более объемным 
остатком изолейцина по сравнению с гидроксильной группой треонина. Исходя из этого, был 
выбран подход к дизайну новых соединений, заключающийся в замене бензольного линкера  
в структуре иматиниба на менее объемный пиррольный фрагмент. При этом суммарная про-
странственная протяженность линкера была увеличена путем введения в пиррольное кольцо 
различных заместителей. Поскольку замена линкера может привести к существенному измене-
нию пространственной ориентации пиридин-пиримидиновой системы, ответственной за связы-
вание иматиниба в адениновом кармане, были предложены различные модификации этого 
структурного фрагмента. Конечная библиотека соединений была создана комбинаторным мето-
дом и включает 5 вариантов структурных фрагментов для аденинового кармана, 5 вариантов 
линкера и 2 фрагмента для DFG-out кармана, аналогичных фрагментам известных ингибиторов 
нилотиниба и понатиниба (рис. 1). Для подтверждения адекватности предложенной процедуры 
докинга структуры известных ингибиторов BCR-ABl тирозинкиназы (иматиниба, нилотиниба 
и понатиниба) были также внесены в библиотеку соединений.

Трехмерные структуры соединений были получены при помощи онлайн сервиса Molview.org 
[2] и предварительно минимизированы с использованием силовых полей Merck Molecular Force 
Field (MMFF94s) и General Amber Force Field (GAFF) средствами программного пакета openBa-
bel [3]. Таким образом, для каждой исследуемой двухмерной структуры было получено три трех-
мерные структуры (неминимизированная, MMFF94s и GAFF), каждая из которых анализирова-
лась отдельно.

Трехмерные структуры белков были взяты из базы данных RSCB PDB [4]. Для проведения 
исследования использовались экспериментальные данные рентгеноструктурного анализа трех 
киназ: C-ABl в комплексе с иматинибом (PDB запись 1IEP), Human ABl в комплексе с нилоти-
нибом (PDB запись 3CS9) и ABl-киназа с T315I мутацией в комплексе с AP24589 (PDB запись 
3oy3) [5–7]. Молекулы воды были предварительно удалены из структуры комплексов.

Для проведения докинга использовалось программное обеспечение Autodock Vina [8]. При 
этом были модифицированы следующие параметры докинга: интенсивность поиска (exhaustive-
ness) увеличена с 8 до 24, для числа ориентаций лиганда установлено значение 5. Подготовка 
лигандов проводилась средствами пакета MGl Tools [9]. Подготовка рецепторов, определение 
размеров и положения активного центра фермента, анализ и визуализация результатов осущест-
влялись в программе Chimera 1.10.2 [10].
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Полученные в результате проведения виртуального скрининга оценки эффективности связы-
вания и варианты расположения лиганда в активном центре фермента использовались для вали-
дации методики докинга, выявления и фильтрации потенциальных соединений-кандидатов.

Результаты и их обсуждение. После проведения скрининга для каждого соединения были 
получены по 5 вариантов связывания лиганда в активном центре и соответствующие им значе-
ния оценки эффективности связывания – «Autodock Vina Score».

В первую очередь, нами были проанализированы результаты докинга известных ингибито-
ров. При этом полученные с помощью Autodock Vina варианты расположения лигандов в актив-
ном центре, обладающие наилучшей оценкой, оказались идентичны опубликованным экспери-
ментальным данным для соответствующих ферментов (рис. 2), что может служить косвенным 
подтверждением правильности выбранной методики докинга.

В случае немутированных тирозинкиназ (C-ABl и Human ABl) нилотиниб in silico оказался 
более активен, чем иматиниб, что согласуется с экспериментальными данными по ингибирую-
щей активности данных соединений [11]. Понатиниб получил наименьшую оценку, хотя на прак-
тике более эффективно ингибирует BCR-ABl тирозинкиназы, по сравнению с нилотинибом. 
Это может быть связано с тем, что реальная пространственная структура белка в комплексе  
с понатинибом отличается от таковой в случае нилотиниба и иматиниба. Кроме того, комплекс 
понатиниба с белком может быть более устойчив вследствие более жесткой молекулярной струк-
туры понатиниба.

Тем не менее, по отношению к T315I мутантной форме ABl тирозинкиназы понатиниб пока-
зал наиболее высокие результаты. При этом размещение иматиниба (для всех вариантов сило-

Рис. 1. Дизайн новых соединений для проведения виртуального скрининга
Fig. 1. Design of new structures for virtual screening
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вых полей) и нилотиниба (для MMFF94s минимизированной структуры) в активном центре 
мутантного белка оказалось невозможным. Эти данные соответствуют тому факту, что на сегод-
няшний день понатиниб является единственным зарегистрированным препаратом, активным  
в отношении T315I-мутации [12].

На основании анализа полученных результатов докинга известных ингибиторов нами были 
сформированы критерии для фильтрации соединений-кандидатов: для каждого соединения нали-
чие хотя бы одной ориентации лиганда с оценкой лучше, чем –13, при этом значения по остальным 
вариантам структуры должны быть не хуже, чем –12,5.

Среди изученных лигандов структура А удовлетворяла выбранным критериям в отношении 
C-ABl и Human ABl; структура В – только в отношении C-ABl. В отношении мутантной T315I 
ABl-киназы таких соединений не оказалось. Оценки эффективности связывания выбранных 
структур и известных ингибиторов представлены в таблице.

Результаты докинга для выбранных структур А и В были визуализированы и проанализиро-
ваны на предмет наличия водородных связей и конформационных ошибок рассчитанного распо-
ложения лиганда. Следует отметить, что в моделях комплексов с наиболее высокой оценкой для 
структур А и В положение линкера, а также аденинового и DFG-out карманов соответствовали 
изначальной логике дизайна этих структур. При этом существенных конформационных проблем 
для таких ориентаций выявить не удалось.

Рис. 2. Структура полученных докингом комплексов белок–лиганд для известных ингибиторов  
в сравнении с экспериментальными данными

Fig. 2. Structure of the protein–ligand complexes obtained by docking for the known inhibitors in comparison  
to the experimental data
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Оценка эффективности связывания с тирозинкиназами известных ингибиторов  
и лучших исследуемых структур, полученных в результате докинга

Estimation of the efficiency of binding with tyrosine kinases of the known inhibitors  
and the best tested structures obtained as a result of docking

Соединение
Compound

C-ABl Human ABl T315 ABl

н/м* MMFF94s GAFF н/м MMFF94s GAFF н/м MMFF94s GAFF

Иматиниб –12,9** –12,7 –13,2 –11,9 –11,9 –12,0 –9,4 –8,8 –9,9
Нилотиниб –13,9 –13,8 –13,7 –14,0 –13,9 –14,0 –12,4 –9,9 –12,3
Понатиниб –12,5 –12,8 –12,7 –11,3 –11,4 –11,4 –13,1 –13,7 –13,2
А –13,6 –13,4 –13,6 –12,9 –13,1 –12,9 –12,2 –11,6 –12,0
B –12,7 –13 –13,1 –12,5 –12,7 –12,7 –12,4 –12,2 –11,8

П р и м е ч а н и я : * – исходная неминимизированная структура, полученная при помощи сервиса Molview;  
** – приведены значения для модели связывания с наиболее высокой оценкой. Оценка «Autodock Vina Score» 
является аппроксимацией энергии связывания (ккал/моль). Меньшее значение говорит о более высоком сродстве 
лиганда к ферменту.

N o t e s: * – initial deminimized structure obtained by Molview; ** – are given for pases with the best score. The “Auto-
dock Vina Score” is the approximation of the binding energy (kcal/mole). The smaller value points to the higher, affinity.  

Для комплексов А с белками C-ABl и Human ABl, а также В с C-ABl был произведен поиск 
водородных связей средствами программного обеспечения Chimera. Результаты поиска показали 
теоретическую возможность образования водородных связей с аминокислотными остатками 
Glu-286, Met-318, Asp-281. Визуализированные пространственные структуры комплексов с наи-
более высокой оценкой Autodock Vina приведены на рис. 3. Особенно перспективным, на наш 

Рис. 3. Структуры А и В в комплексе с C-ABl и Human ABl. Водородные связи отмечены красной линией
Fig. 3. Structures А and В in the complex with C-ABl and Human ABl. The red line shows the hydrogen bonds
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взгляд, выглядит взаимодействие мочевинного фрагмента в структуре А с активным центром 
фермента с образованием двух водородный связей с аминокислотным остатком Glu-286 и одной –  
с Asp-281.

заключение. Выбранный подход к дизайну новых соединений заключался в замене бензоль-
ного линкера в структуре иматиниба на менее объемный пиррольный фрагмент при увеличении 
общей пространственной протяженности линкера в результате введения в пиррольное кольцо 
различных заместителей. Конечная библиотека соединений была создана комбинаторным мето-
дом и включала 5 вариантов структурных фрагментов для аденинового кармана, 5 вариантов 
линкера и 2 фрагмента для DFG-out кармана, аналогичных фрагментам известных ингибиторов 
нилотиниба и понатиниба. Молекулярный докинг с применением программного обеспечения 
Autodock Vina при модификации следующих параметров докинга: увеличения до 24 интенсив-
ности поиска (exhaustiveness) и установления значения 5 для числа ориентаций лиганда, является 
удобным средством анализа комплексов белок–лиганд и поиска потенциальных ингибиторов 
тирозинкиназ. На основании проведенного нами скрининга были выбраны два перспективных 
соединения для последующих исследований методом молекулярной динамики и химического 
синтеза.
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