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Â ðàáîòå îïèñàíû ïðîöåäóðû êîìïüþòåðíîãî (âèðòóàëüíîãî) è ðåàëüíîãî âûñîêîïðîèç-

âîäèòåëüíîãî áèîëîãè÷åñêîãî ñêðèíèíãà áèáëèîòåê ïðîèçâîäíûõ õèíîëèíà, ïðèâåäøèå

ê îòêðûòèþ íîâîãî ñòðóêòóðíîãî êëàññà èíãèáèòîðîâ êàñïàçû-3. Óêàçàííûé ôåðìåíò, îò-

íîñÿùèéñÿ ê ãðóïïå öèñòåèíîâûõ ïðîòåàç, ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé òåðàïåâòè÷åñêè çíà-

÷èìîé áèîìèøåíüþ, âîâëå÷åííîé â ðàçâèòèå ðÿäà ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé â îðãàíèç-

ìå ÷åëîâåêà. Ìåòîäîëîãèÿ âèðòóàëüíîãî ñêðèíèíãà îñíîâàíà íà îöåíêå ìèøåíü-ñïåöè-

ôè÷åñêîãî ïðîôèëÿ ñîåäèíåíèé ïðè ïîìîùè ñïåöèàëüíîãî àëãîðèòìà àíàëèçà ìóëüòèïà-

ðàìåòðè÷åñêèõ äàííûõ (ñàìîîðãàíèçóþùèåñÿ êàðòû Êîõîíåíà). Ïðèìåíåíèå ýòîãî ìåòî-

äà ïîçâîëèëî ïðîâåñòè íàïðàâëåííóþ ñåëåêöèþ ñîåäèíåíèé äëÿ ñèíòåçà. Áèîëîãè÷åñêèé

ñêðèíèíã ñèíòåçèðîâàííûõ âåùåñòâ ïðèâåë ê îòêðûòèþ íîâûõ ýôôåêòèâíûõ èíãèáèòî-

ðîâ êàñïàçû-3. Íàèáîëåå àêòèâíûå ñîåäèíåíèÿ îáëàäàþò àêòèâíîñòüþ â äèàïàçîíå IC50

4 – 30 íÌ. Íåïåïòèäíàÿ ïðèðîäà óêàçàííîãî õåìîòèïà ñïîñîáñòâóåò ïîòåíöèàëüíî áëà-

ãîïðèÿòíûì ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèì ïàðàìåòðàì, à ïðèíàäëåæíîñòü ê áîëüøèì áèáëèîòå-

êàì, ïîëó÷åííûì ïðè ïîìîùè ìåòîäîâ ïàðàëëåëüíîãî êîìáèíàòîðíîãî ñèíòåçà â ðàñòâî-

ðå, ñïîñîáñòâóåò ïîñëåäóþùåé îïòèìèçàöèè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé.

Ïðîãðàììèðóåìàÿ êëåòî÷íàÿ ñìåðòü, èëè àïîïòîç,
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìíîãîñòàäèéíûé ïðîöåññ îñâî-
áîæäåíèÿ ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ îò ïîâðåæäåí-
íûõ è ñòàðûõ êëåòîê [1, 2]. Ïðèìåíèòåëüíî ê êëåòêàì
æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà àïîïòîç â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
ñâÿçàí ñ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâàöèåé êàñêàäà êàñïàç
— ñåìåéñòâà ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûõ öèñòåèíî-
âûõ ïðîòåàç, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåïëÿþò áåë-
êè âáëèçè îñòàòêîâ àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû [3 – 6]. Ïî
ïðèíöèïó ñòðóêòóðíîé ãîìîëîãèè êàñïàçû ïîäðàçäå-
ëÿþòñÿ íà ïîäñåìåéñòâà: à) êàñïàçû-1 (êàñïàçû 1, 4, 5),
á) êàñïàçû-2 (êàñïàçà-2) è â) êàñïàçû-3 (êàñïàçû-3,
6 – 10). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êàñïàçû ðàññìàòðèâàþòñÿ
êàê ïåðñïåêòèâíûå áèîìèøåíè äëÿ äåéñòâèÿ ëåêàðñò-
âåííûõ ïðåïàðàòîâ. Íàïðèìåð, òàêèå ïðåïàðàòû êàê
Ïðàëíàêàñàí [7], NO-óðñîäåçîêñèõîëåâàÿ êèñëîòà [8] è
VRT-18858 [7], ÿâëÿþùèåñÿ èíãèáèòîðàìè ýòèõ ôåð-
ìåíòîâ, äîñòèãëè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé êëèíè÷åñêèõ èñ-
ïûòàíèé. Öåëûé ðÿä ñîåäèíåíèé íàõîäèòñÿ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ íà ýòàïå ïðåäêëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé â êà-
÷åñòâå ñðåäñòâ äëÿ òåðàïèè îïóõîëåâûõ è
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé (ñì., íàïðèìåð, íå-
äàâíèå îáçîðû [9 – 12]). Èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè
êàñïàçû-3 èãðàåò âàæíóþ ðîëü â íåéðîïðîòåêòîðíîì
[13] è êàðäèîïðîòåêòîðíîì ýôôåêòàõ [14]. Êðîìå òîãî,
èíãèáèòîðû êàñïàçû-3 ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûìè ïðî-
òèâîàðòðèòíûìè ïðåïàðàòàìè [15]. Íèçêîìîëåêóëÿð-
íûì èíãèáèòîðàì êàñïàçíûõ ôåðìåíòîâ ïîñâÿùåí ðÿä
îáçîðíûõ ðàáîò [16, 17].

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëñÿ íàïðàâëåííûé
ñèíòåç, äèçàéí è îöåíêà in vitro àêòèâíîñòè ïî îòíîøå-

íèþ ê êàñïàçå-3 ðÿäà íîâûõ ïðîèçâîäíûõ õèíîëèíîâî-
ãî ãåòåðîöèêëà I – III (ðèñ. 1).

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ õèìè÷åñêàÿ ÷àñòü

Ðàçðàáîòàííàÿ íàìè ìåòîäèêà ñèíòåçà 6-ñóëüô-à
ìèäíûõ ïðîèçâîäíûõ 2-îêñî-1,2-äèãèäðîõèíîëèíà I
(ðèñ. 1) îñíîâàíà íà òðàíñôîðìàöèè íåçàìåùåííîãî
èçàòèíà â 2-îêñî-1,2-äèãèäðîõèíîëèí-4-ýòèëêàðáîêñè-
ëàò ïî ðåàêöèè Ïôèòöèíãåðà [18]. Öåëåâûå ïðîäóêòû
ïîëó÷àëè ïóòåì ïîñëåäóþùåãî ñóëüôîõëîðèðîâàíèÿ è
îáðàçîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ñóëüôàìèäíûõ è êàð-
áîêñàìèäíûõ ïðîèçâîäíûõ ïóòåì ðåàêöèè ñ ïåðâè÷-
íûìè è âòîðè÷íûìè àìèíàìè [19]. Íåäàâíî îáíàðó-
æåííîå â íàøèõ ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ àëüòåðíàòèâíîå
íàïðàâëåíèå ðåàêöèè Ïôèòöèíãåðà ñ èñïîëüçîâàíèåì
â êà÷åñòâå èñõîäíîãî ðåàãåíòà 5-ñóëüôàìîèëèçàòèíà
ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü ðàíåå íåèçâåñòíûå ïðîèçâîäíûå
õèíîëèíà II [20]. Ïðåäëîæåííàÿ â ðàáîòå [21] ñòðàòå-
ãèÿ ñèíòåçà 1,3-äèîêñî-2,3-äèãèäðîïèðîëëî[3,4-c]õè-
íîëèíîâ III ïðèâåäåíà íà ñõåìå 1.

Õèíîëèí-3,4-äèêàðáîíîâûå êèñëîòû II áûëè ïîëó-
÷åíû ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ èñõîäíîãî 3,3-äè-
õëîð-2-îêñîèíäîëèíà IV ñ ðàçëè÷íûìè êåòîýôèðàìè,
÷òî ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü ñîåäèíåíèÿ V, ñîäåðæàùèå
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àëêèëüíûå, àìèäíûå è ñóëüôàìèäíûå çàìåñòèòåëè â
ïîëîæåíèè 2 (R2). Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî
ðàçíîîáðàçèÿ íàðÿäó ñ íåçàìåùåííûì èíäîëèíîì IV
(R1 = H) èñïîëüçîâàëèñü åãî ãàëîãåí-, íèòðèë- è ñóëü-
ôîíèëüíûå ïðîèçâîäíûå [21]. Âçàèìîäåéñòâèå äèêàð-
áîíîâîé êèñëîòû V ñ àöåòàëüäåãèäîì ïðèâîäèò ê ôîð-
ìèðîâàíèþ 8-çàìåùåííûõ 1,3-äèîêñîôóðî[3,4-c]õèíî-
ëèíîâ, êîòîðûå ïî ðåàêöèè ñ ïåðâè÷íûìè è
âòîðè÷íûìè àìèíàìè óäàëîñü ýôôåêòèâíî òðàíñôîð-
ìèðîâàòü â ñîîòâåòñòâóþùèå èìèäíûå ïðîèçâîäíûå
1,3-äèîêñî-2,3-äèãèäðîïèðîëëî[3,4-c]õèíîëèíà III
(âûõîä 80 – 92 %).

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ÷àñòü

Èíãèáèðóþùóþ ñïîñîáíîñòü ñèíòåçèðîâàííûõ õè-
íîëèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ ñåðèè III (ñõåìà 1) ïî îòíî-
øåíèþ ê êàñïàçå-3 èññëåäîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóá-
ñòðàòà êàñïàçû-3 [Ac-DEVD], ìîäèôèöèðîâàííîãî
ôëóîðîôîðíîé ìåòêîé — 7-àìèíî-4-ìåòèëêóìàðèíîì
(AMC) [22]. Cðàâíèòåëüíûé àíàëèç àêòèâíîñòè ïðîâî-
äèëñÿ â ïðèñóòñòâèè ïîòåíöèàëüíîãî èíãèáèòîðà (òåñ-
òèðóåìîå ñîåäèíåíèå) è áåç íåãî â ñîîòâåòñòâèè ñ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûì ïðîòîêîëîì, îïèñàííûì â ðàáîòå
[24] ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèáîðà VICTOR2V (PerkinEl-
mer). Êàñïàçó-3 (10 ïìîëü) äîáàâëÿëè â ïðîáèðêè îáú-
åìîì 200 ìêë, ñîäåðæàùèå NaOAc (50 ììîëü3ë,
ðÍ 6,2), ãëèöåðèí (10 %), ÝÄÒÀ (0,25 ììîëü3ë), áóôåð
HEPES (5 ììîëü3ë, ðÍ 7,5), KCl (50 ìêìîëü3ë) è
Ac-DEVD-AMC (10 ìêìîëü3ë). Òåñòèðóåìûå ñîåäèíå-
íèÿ ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ è çàòåì âíîñèëè â óêàçàííûé
ðàñòâîð òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû êîíöåíòðàöèÿ ÄÌÑÎ
íå ïðåâûøàëà 5 %. Äàëåå îïðåäåëÿëè èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ÀÌÑ, âûñâîáîæäàþùåãîñÿ â ðåçóëü-
òàòå ðàñùåïëåíèÿ êîìïëåêñà [Ac-DEVD-AMC] ïîä
äåéñòâèåì êàñïàçû-3. Èçíà÷àëüíî âñå ñîåäèíåíèÿ
áûëè èñïûòàíû ïðè êîíöåíòðàöèè 50 ìêìîëü3ë. Äëÿ

ñîåäèíåíèé, ïðîÿâèâøèõ àêòèâíîñòü, áûëè äîïîëíè-
òåëüíî ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïî èçìåðåíèþ âåëè-
÷èíû IC50. Ðåçóëüòàò ðàññ÷èòûâàëè êàê ñðåäíåå îò òðåõ
íåçàâèñèìûõ èçìåðåíèé.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ðàñ÷åòíàÿ ÷àñòü

Ìåòîäîëîãèÿ, ïðè ïîìîùè êîòîðîé áûëè îòîáðàíû
ñîåäèíåíèÿ äëÿ íà÷àëüíîãî ýòàïà áèîëîãè÷åñêèõ èñ-
ïûòàíèé, îñíîâàíà íà ïîñòðîåíèè êëàññèôèêàöèîí-
íûõ ÊÑÑÀ-ìîäåëåé ïðè ïîìîùè àëãîðèòìà ñàìîîðãà-
íèçóþùèõñÿ êàðò Êîõîíåíà [25]. Ýòîò àëãîðèòì îòíî-
ñèòñÿ ê íåéðîííî-ñåòåâûì ìåòîäàì ñíèæåíèÿ
ðàçìåðíîñòè ìíîãîìåðíûõ ïðîñòðàíñòâ ñâîéñòâ èñ-
ñëåäóåìûõ îáúåêòîâ (â äàííîì ñëó÷àå îáúåêòàìè ÿâëÿ-
þòñÿ ñòðóêòóðû ñîåäèíåíèé, à ñâîéñòâàìè — ðàñ÷åò-
íûå ìîëåêóëÿðíûå ïàðàìåòðû, äåñêðèïòîðû). Îí ÿâ-
ëÿåòñÿ óäîáíûì ñðåäñòâîì âèçóàëüíîãî àíàëèçà
êîëè÷åñòâåííûõ ñâÿçåé ìåæäó ðàñ÷åòíûìè ïàðàìåòðà-
ìè ìîëåêóë è èõ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ïîñêî-
ëüêó ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü äâóõìåðíûå îòîáðàæåíèÿ
ìíîãîìåðíûõ ïðîñòðàíñòâ ñâîéñòâ. Ê íåêîòîðûì íå-
äîñòàòêàì ýòîãî ìåòîäà îòíîñÿòñÿ âîçìîæíûå íåòî÷-
íîñòè ïðè âîñïðîèçâåäåíèè òîïîëîãè÷åñêîãî ðàññòîÿ-
íèÿ ìåæäó îáúåêòàìè â ìíîãîìåðíûõ ïðîñòðàíñòâàõ
ñâîéñòâ è âûñîêèå òðåáîâàíèÿ ê êîìïüþòåðíûì ðåñóð-
ñàì. Èñïîëüçîâàííûé íàìè ìåòîä ïîçâîëÿåò â ðàìêàõ
îäíîé ÊÑÑÀ ìîäåëè ïðåäñêàçûâàòü ýôôåêòèâíîñòü
ñâÿçûâàíèÿ íå ñ îäíîé, à ñ öåëûì ðÿäîì òåðàïåâòè÷å-
ñêè çíà÷èìûõ áèîëîãè÷åñêèõ ìèøåíåé. Òåîðåòè÷å-
ñêèì è ïðàêòè÷åñêèì àñïåêòàì èñïîëüçîâàííîé ìåòî-
äîëîãèè ïîñâÿùåí ðÿä ïóáëèêàöèé [26 – 30]. Â êà÷åñò-
âå îáó÷àþùåé âûáîðêè áûëà èñïîëüçîâàíà áàçà
äàííûõ, ñîñòîÿùàÿ èç 18703 ñîåäèíåíèé ñ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî ïîêàçàííîé àêòèâíîñòüþ, âêëþ÷àÿ ëåêàðñò-
âåííûå ñóáñòàíöèè, à òàêæå ñîåäèíåíèÿ, íàõîäÿùèåñÿ
íà ñòàäèè êëèíè÷åñêèõ èëè äîêëèíè÷åñêèõ èñïûòà-
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Ðèñ. 2. Îáëàñòè ðàñïðåäåëåíèÿ ìèøåíü ñïåöèôè÷íûõ ãðóïï àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé íà êàðòå Êîõîíåíà: (à) èíãèáèòîðû òèðîçèíî-
âûõ êèíàç (1400 ñîåäèíåíèé); (á) ìîäóëÿòîðû GPCR (12660 ñîåäèíåíèé); (â) èíãèáèòîðû ïðîòåàç (2833 ñîåäèíåíèé)



íèé. Êàæäîå ñîåäèíåíèå áûëî îòíåñåíî ê îäíîé èç
ïÿòè ãðóïï ïî òèïó ìèøåíü-ñïåöèôè÷íîãî äåéñòâèÿ
íà ñëåäóþùèå ôàðìàêîëîãè÷åñêè çíà÷èìûå áèîìèøå-
íè: 1) ðåöåïòîðû, ñâÿçàííûå ñ G-áåëêàìè, 2) òèðîçèíî-
âûå êèíàçû, 3) èîí-êàíàëüíûå ðåöåïòîðû, 4) ïðîòåàç-
íûå ôåðìåíòû, 5) ôîñôîäèýñòåðàçû. Âñå ñòðóêòóðû
áûëè âçÿòû èç êîììåð÷åñêè äîñòóïíîé áàçû äàííûõ
Prous Ensemble [31]. Äëÿ êàæäîãî ñîåäèíåíèÿ áûëè
ðàññ÷èòàíû ïÿòü ìîëåêóëÿðíûõ äåñêðèïòîðîâ, êîòî-
ðûå â äàëüíåéøåì èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ìîäåëèðîâà-
íèÿ: MW (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà), log P (ëîãàðèôì êîýô-
ôèöèåíòà ðàñïðåäåëåíèÿ 1-îêòàíîë3âîäà), HBD è
HBA (÷èñëî äîíîðîâ è àêöåïòîðîâ âîäîðîäíîé ñâÿçè),
Rot_B (÷èñëî âðàùàþùèõñÿ ñâÿçåé).

Äëÿ ïîëíîé îáó÷àþùåé áàçû áûëà ïîñòðîåíà êàðòà
Êîõîíåíà (10 � 10). Îáó÷åíèå ìîäåëè ïðîâîäèëîñü íå-
çàâèñèìî îò êëàññèôèêàöèè ñîåäèíåíèé (íåêîíòðîëè-
ðóåìîå îáó÷åíèå), ÷òî ñîñòàâëÿåò ãëàâíîå îòëè÷èå
äàííîãî àëãîðèòìà îò áîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ ìåòî-
äîâ êîíòðîëèðóåìîãî îáó÷åíèÿ. Ïîñëå ïîñòðîåíèÿ ìî-
äåëè áûëè îïðåäåëåíû ïîëîæåíèÿ îòäåëüíûõ ãðóïï
ñîåäèíåíèé, ñîîòâåòñòâóþùèå ïÿòè ìèøåíü-ñïåöè-

ôè÷íûì àêòèâíîñòÿì. Âñå âû÷èñëåíèÿ áûëè ïðîèçâå-
äåíû ñ ïîìîùüþ îðèãèíàëüíîãî ïðîãðàììíîãî
êîìïëåêñà, ðàçðàáîòàííîãî â ÈÈÕÐ, íà ñòàíäàðòíîé
ïåðñîíàëüíîé ðàáî÷åé ñòàíöèè (ÖÏÓ PIV ñ òàêòîâîé
÷àñòîòîé 1,4 ÃÃö, 512 Ìá îïåðàòèâíîé ïàìÿòè) íà
ïëàòôîðìå îïåðàöèîííîé ñèñòåìû Windows 2000.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ðàññ÷èòàííûå äåñêðèïòîðû îòíîñÿòñÿ ê êëàññè÷å-
ñêèì â îáëàñòè ÊÑÑÀ-àíàëèçà. Îíè íàïðÿìóþ ñâÿçà-
íû ñ òàêèìè âàæíûìè ñâîéñòâàìè ìîëåêóëû, êàê ðàç-
ìåð, ëèïîôèëüíîñòü, êîíôîðìàöèîííàÿ ïîäâèæíîñòü,
ñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé. Ýòè
ïàðàìåòðû ïðèãîäíû äëÿ îöåíêè øèðîêîãî êðóãà ôàð-
ìàêîêèíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ñîåäèíåíèé, à òàêæå äëÿ
ïðåäñêàçàíèÿ ñïåöèôè÷íîé àêòèâíîñòè [32, 27]. Íåìà-
ëîâàæíûìè îáñòîÿòåëüñòâàìè ÿâëÿþòñÿ ïðîñòîòà, âû-
ñîêàÿ ñêîðîñòü è îäíîçíà÷íîñòü èõ âû÷èñëåíèÿ.

Êàðòû Êîõîíåíà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìîùíûé èíñò-
ðóìåíò äëÿ àíàëèçà è âèçóàëèçàöèè áîëüøèõ ìàññèâîâ
äàííûõ, ïîçâîëÿþùèé ñîçäàâàòü äâóõ- èëè òðåõìåð-
íûå îòîáðàæåíèÿ ìíîãîìåðíûõ ïðîñòðàíñòâ ñâîéñòâ.
Ýòîò ìåòîä íàõîäèò âñå áîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå â
ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ ðàçðàáîòêè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïà-
ðàòîâ, âêëþ÷àÿ àíàëèç ñïåöèôè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ
àêòèâíîñòåé [33 – 35]. Ñîåäèíåíèÿ, ðàñïîëîæåííûå â
íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè äðóã îò äðóãà íà êàðòå Êî-
õîíåíà, ÿâëÿþòñÿ áëèçêèìè ñîñåäÿìè è â ïÿòèìåðíîì
ïðîñòðàíñòâå.

Ïîñëå ïîñòðîåíèÿ îáùåé êàðòû (ìîäåëè) ìû ïîî÷å-
ðåäíî âûÿâèëè îáëàñòè ëîêàëèçàöèè íà íåé êàæäîé èç
ïÿòè èññëåäóåìûõ ìèøåíü-ñïåöèôè÷íûõ ãðóïï, òðè
èç êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Î÷åâèäíî, ÷òî íà-
áëþäàþòñÿ çàìåòíûå ðàçëè÷èÿ â ïîëîæåíèÿõ ñîåäèíå-
íèé èç ýòèõ ãðóïï. Íàïðèìåð, çîíà ñîåäèíåíèé, àêòèâ-
íûõ ïî îòíîøåíèþ ê GPCR (ðèñ. 2, á ), ïî÷òè íå ïåðå-
ñåêàåòñÿ ñ çîíîé èíãèáèòîðîâ ïðîòåàçíûõ ôåðìåíòîâ
(ðèñ. 2, â ). Íåïîñðåäñòâåííûì âûâîäîì, êîòîðûé ìîæ-
íî ñäåëàòü íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ, ÿâ-
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ëÿåòñÿ íàëè÷èå â èññëåäóåìîì ïÿòèìåðíîì ïðîñòðàí-
ñòâå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ êîìïàêòíûõ ðåãèî-
íîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îïðåäåëåííûì
ìèøåíü-ñïåöèôè÷íûì àêòèâíîñòÿì. Â ðåçóëüòàòå ýòî-
ãî ïîñòðîåííàÿ êàðòà Êîõîíåíà ñïîñîáíà óëîâèòü ðàç-
ëè÷èÿ â ïîëîæåíèè ðàçëè÷íûõ ãðóïï àêòèâíûõ ñîåäè-
íåíèé.

Íàéäåííûå çàêîíîìåðíîñòè ðàçìåùåíèÿ ìè-
øåíü-ñïåöèôè÷íûõ ãðóïï èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ïðèî-
ðèòèçàöèè èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé äëÿ áèîëîãè÷å-
ñêèõ èñïûòàíèé ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ èõ àêòèâíîñòè ïî
îòíîøåíèþ ê êàñïàçàì. Ìåòîäîëîãèÿ ïðîôèëèðîâàíèÿ
ñîñòîèò èç ðàñ÷åòà äëÿ êàæäîãî èç 1233 ñèíòåçèðîâàí-
íûõ ñîåäèíåíèé èç áèáëèîòåê I – III (ðèñ. 1) ïÿòè äåñê-
ðèïòîðîâ, àíàëîãè÷íûõ èñïîëüçîâàííûì äëÿ ïîñòðîå-
íèÿ ìîäåëè, è ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ
êàæäîãî ñîåäèíåíèÿ íà êàðòå Êîõîíåíà â ðåæèìå òåñ-
òèðîâàíèÿ ìîäåëè. Íà ðèñ. 3 ïîêàçàí ïðèìåð ðàñïðå-
äåëåíèÿ ñîåäèíåíèé, ïðèíàäëåæàùèõ êîìáèíàòîðíûì
áèáëèîòåêàì I – III, íà ôîíå îáëàñòè, õàðàêòåðíîé äëÿ
èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç.

Òàê, íàïðèìåð, î÷åâèäíî, ÷òî áèáëèîòåêà III ïðàê-
òè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîïàäàåò â îáëàñòü, òèïè÷íóþ äëÿ
èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç. Ñîåäèíåíèÿ èç áèáëèîòåêè II â
íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïåðåêðûâàþòñÿ ñ æåëàåìîé
îáëàñòüþ, îäíàêî èõ ñ íåêîòîðîé äîëåé âåðîÿòíîñòè
(íåñêîëüêî ìåíüøåé, ÷åì ó áèáëèîòåêè III) ìîæíî îò-
íåñòè èìåííî ê èíãèáèòîðàì ïðîòåàç, ïîñêîëüêó â
ýòîé çîíå íà êàðòå ïðàêòè÷åñêè íåò ñîåäèíåíèé, ïðè-
íàäëåæàùèõ äðóãèì ìèøåíü-ñïåöèôè÷íûì ãðóïïàì.
Íàïðîòèâ, ñîåäèíåíèÿ èç áèáëèîòåêè I, îáðàçóþùèå
íà êàðòå äâà êîìïàêòíûõ êëàñòåðà, îáëàäàþò äðóãèì
òèïîì àêòèâíîñòè. Â ÷àñòíîñòè, èõ ìîæíî îòíåñòè ê
èíãèáèòîðàì òèðîçèíîâûõ êèíàç (ðèñ. 2, à ). Îòìåòèì,
÷òî îáëàñòè íà êàðòå, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì
ìèøåíü-ñïåöèôè÷íûì ïðîôèëÿì àêòèâíîñòè, ìîãóò
äîâîëüíî ñóùåñòâåííî ïåðåêðûâàòüñÿ, è âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ ìîæíî ïðîãíîçèðîâàòü íåñêîëüêî ðàçëè÷íûõ
àêòèâíîñòåé.

Íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé äëÿ áèî-
ëîãè÷åñêèõ èñïûòàíèé áûëà âûáðàíà áèáëèîòåêà III,
äëÿ êîòîðîé ìîæíî ïðîãíîçèðîâàòü ïðîòåàçíóþ àêòèâ-
íîñòü. Äåéñòâèòåëüíî, ïî ðåçóëüòàòàì ïåðâè÷íîãî
áèîëîãè÷åñêîãî ñêðèíèíãà ïî îòíîøåíèþ ê êàñïàçå-3
óäàëîñü âûÿâèòü ñåðèþ àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé, íåêîòî-
ðûå èç êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Îïðåäåëåíèå
ïàðàìåòðà IC50, õàðàêòåðà è êîíñòàíòû èíãèáèðîâàíèÿ
(íà ïðèìåðå ñîåäèíåíèÿ VI (ðèñ. 4)) ïðîâîäèëîñü íà

îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ êîíöåíòðà-

öèîííûõ êðèâûõ èíãèáèðîâàíèÿ (ðèñ. 5) è ñ ïîìîùüþ

ëèíåéíîãî ïðåîáðàçîâàíèÿ Ëàéíóèâåðà-Áýðêà (ðèñ. 6).

Èç ðèñ. 5 âèäíî, ÷òî IC50 äëÿ ñîåäèíåíèÿ VI ñîñòàâ-

ëÿåò 23 � 6 íÌ è ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò êîíöåíò-

ðàöèè êàñïàçíîãî ñóáñòðàòà ([Ñóá]), ÷òî ãîâîðèò î íå-

êîíêóðåíòíîì õàðàêòåðå èíãèáèðîâàíèÿ. Íàèáîëåå àê-

òèâíûå ñîåäèíåíèÿ îáëàäàþò àêòèâíîñòüþ â

äèàïàçîíå IC50 4 – 30 íÌ (ðèñ. 4). Ïàðàëëåëüíûå êîíò-

ðîëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî íàéäåííûé â

àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ ïàðàìåòð IC50 äëÿ îäíîãî èç

íàèáîëåå àêòèâíûõ îïèñàííûõ èíãèáèòîðîâ êàñïà-

çû-3, òåòðàïåïòèäà DEVD-CHO, ðàâåí 3 íÌ.

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ ñòðóê-

òóðíûõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ ñòåïåíü èíãèáèðóþ-

ùåé àêòèâíîñòè, ÿâëÿåòñÿ ïðèðîäà çàìåñòèòåëÿ â ïî-

ëîæåíèè 4 (R2) ñòðóêòóðû III (ðèñ. 1). Íàèáîëåå àêòèâ-

íûå ñîåäèíåíèÿ ñîäåðæàò ïðîñòûå àëêèëüíûå è

àðèëüíûå ãðóïïû, à ìåíåå àêòèâíûå — ãèäðîêñèë- è

àìèíîñîäåðæàùèå ãðóïïû. Â îáùåì ñëó÷àå ïîâûøå-

íèå íóêëåîôèëüíîñòè çàìåñòèòåëÿ â ïîëîæåíèè 4 âëå-

÷åò çà ñîáîé ïîíèæåíèå ýëåêòðîôèëüíîñòè êàðáîíèëü-

íûõ ãðóïï ïèððîëüíîãî ôðàãìåíòà â 1,3-äèîê-

ñî-2,3-äèãèäðîïèððîëëî[3,4-c]õèíîëèíàõ è, êàê

ñëåäñòâèå, óìåíüøåíèå àêòèâíîñòè. Êðîìå òîãî, íàì

óäàëîñü âûÿñíèòü, ÷òî ïðèðîäà çàìåñòèòåëÿ â ïîëîæå-

íèè 8 (R1) ñòðóêòóðû III òàêæå ñóùåñòâåííûì îáðàçîì

âëèÿåò íà àêòèâíîñòü. Íàëè÷èå â ýòîì ïîëîæåíèè ñó-

ëüôàìèäíîé ãðóïïû, à òàêæå åå áëèæàéøèõ ñòðóêòóð-

íûõ àíàëîãîâ èëè çàìåñòèòåëåé, îáëàäàþùèõ ñõîæè-

ìè ýëåêòðîí-àêöåïòîðíûìè ñâîéñòâàìè, íåïîñðåäñò-

âåííî ñâÿçàíî ñ âûñîêîé èíãèáèðóþùåé

ñïîñîáíîñòüþ. Ïðåäïîëîæèòåëüíî, èìåííî ýëåêòðîí-

íàÿ ïðèðîäà çàìåñòèòåëÿ â ïîëîæåíèè 8 îêàçûâàåò íå-

ïîñðåäñòâåííîå âëèÿíèå íà ýíåðãèþ äåëîêàëèçàöèè


-ñîïðÿæåííîé õèíîëèíîâîé ñèñòåìû è ýëåêòðîôèëü-

íîñòü ïèððîëüíîãî ôðàãìåíòà, êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü

îïðåäåëÿåò ñòåïåíü àêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê êàñ-

ïàçå-3. Ïðîèñõîäèò ýòî â îñíîâíîì çà ñ÷åò ïåðåðàñïðå-

äåëåíèÿ ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, îáóñëîâëåííîãî îò-

ðèöàòåëüíûì (Ì–) è ïîëîæèòåëüíûì (Ì+) ìåçîìåðíû-

ìè ýôôåêòàìè, à òàêæå, õîòÿ è â ìåíüøåé ñòåïåíè, çà

ñ÷åò ýôôåêòà ãèïåðêîíüþãàöèè [36]. Íà îñíîâàíèè èç-

âåñòíîãî ìåõàíèçìà èíãèáèðîâàíèÿ êàñïàç ñîåäèíåíè-

ÿìè, ñîäåðæàùèìè ýëåêòðîôèëüíûå êàðáîíèëüíûå

ôðàãìåíòû [37, 38], ìû ìîæåì ïðåäïîëîæèòü àíàëî-

ãè÷íûé ìåõàíèçì èíãèáèðîâàíèÿ äëÿ ñîåäèíåíèé èç

ñèíòåçèðîâàííîé áèáëèîòåêè III:
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Èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ óäàëîñü âûÿñíèòü,
÷òî ïðèðîäà çàìåñòèòåëÿ R3 îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíî
ìåíüøåå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü. Ïðåäïîëîæèòåëüíî,
îíî â áîëüøåé ñòåïåíè ñâÿçàíî ñ ïðîñòðàíñòâåííûì è
ñòàáèëèçàöèîííûì ýôôåêòàìè.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñàíà ìíîãî-
ñòàäèéíàÿ ñõåìà îòêðûòèÿ íîâûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íûõ ñîåäèíåíèé, èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåð-
ìåíòîâ. Îíà âêëþ÷àåò â ñåáÿ êîìïüþòåðíóþ ñåëåêöèþ
ñîåäèíåíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ÊÑÑÀ-ìîäåëèðîâàíèÿ,
ñèíòåç è áèîëîãè÷åñêèå èñïûòàíèÿ. Â ðåçóëüòàòå íàé-
äåíû ýôôåêòèâíûå èíãèáèòîðû êàñïàçû-3, îáëàäàþ-
ùèå òåðàïåâòè÷åñêèì ïîòåíöèàëîì.
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DESIGN AND SYNTHESIS OF NEW NONPEPTIDE CASPASE-3 INHIBITORS
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Highly effective computer-aided (virtual) and real biological screening over quinoline derivatives is described, which has led to the discovery of a new struc-

tural class of caspase-3 inhibitors. This enzyme (belonging to the group of cysteine proteases) is a promising therapeutically-significant biological target that

is involved in the development of various pathological states in the human organism. The virtual screening method is based upon evaluation of a target-speci-

fic profile of compounds by means of a special algorithm intended for the analysis of multiparametric data arrays (self-organizing Kohonen maps). Using this

approach, it is possible to carry out targeted selection of compounds for the synthesis. The biological screening led to a series of new effective inhibitors of

caspase-3, the most active of which possess effective inhibiting concentrations in the range of IC50 = 4 – 30 nM. The nonpeptide nature of the new chemotype

offers potentially favorable pharmacokinetic parameters, while the belonging to large libraries (obtained by means of the parallel combinatorial synthesis in

solution) facilitates the subsequent optimization of active compounds.
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