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Аннотация 

Киназы являются важной частью многих сигнальных путей в клетках и благодаря 

этому они участвуют в регуляции множества процессов, таких как транскрипция, кле-

точный цикл, апоптоз, клеточная дифференциация, метаболизм и межклеточная ком-

муникация. Часто их повышенная активность связана с развитием разных онкологиче-

ских, неврологических и кардиоваскулярных заболеваний, а также с отклонениями в им-

мунной системе. Основной подход к лечению строится на антагонистическом подходе, 

когда соответствующее низкомолекулярное соединение ингибирует чрезмерную ак-

тивность киназы. В работе при помощи различных методов виртуального скрининга 

были отобраны 22 возможных ингибитора киназной активности CDK2 и CDK9, которые 

затем были проверены экспериментально. В результате удалось обнаружить одно соеди-

нение, обладающее IC50 < 2 мкМ для обеих киназ. 
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Введение 

В человеческом геноме закодировано 518 киназ, которые катализируют пере-

нос γ-фосфатного остатка аденозинтрифосфата (АТФ) на гидроксильную группу 

тирозина, серина или треонина белка-мишени [1, 2]. Этот процесс является фун-

даментальным для регуляции сигнальных путей, поскольку способствует фор-

мированию ответа на стимул, и благодаря этому киназы участвуют практически 

в каждом физиологическом процессе, протекающем в клетке, начиная с регу-

ляции апоптоза, клеточного цикла, транскрипции, дифференциации и метабо-

лизма и заканчивая регуляцией клеточной подвижности и развитием цитоске-

лета, а также межклеточной коммуникацией [3–5]. 

Множество типов онкологических, нейрологических и кардиоваскулярных 

заболеваний, так же как и отклонений в иммунной системе, связано с чрезмерной 

активностью киназ, которая часто вызвана активирующими мутациями в их ка-

талитическом домене [6, 7]. Было показано, например, что замена гидрофобной 

аминокислоты V600 (валин) на заряженную E600 (глутаминовая кислота) в ката-

литическом домене киназы B-Raf дестабилизирует контакты и способствует пере-

ходу в активную конформацию, что, в свою очередь,  приводит  к  бесконтрольной  

https://paperpile.com/c/fERXgf/rLRdO+VZ7Hr
https://paperpile.com/c/fERXgf/fuy0h+TGsp5+Mr4tQ
https://paperpile.com/c/fERXgf/mSQOX+CbWn4
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Рис. 1. а) структура каталитического домена СDK9 (PDB: 3BLQ) и детальное представле-

ние положения АТФ и ингибитора в АТФ-связывающем кармане; б) неселективное дей-

ствие ингибитора дасатиниба (исходно отобранного как ингибитор киназы ABL) на кином 

человека. Киназы, чувствительные к действию дасатиниба, показаны темно-красными точ-

ками 

пролиферации клеток [8–10]. По некоторым оценкам [11], бесконтрольная ак-

тивность 85% всех киназ человека так или иначе связана с возникновением хотя 

бы одного заболевания. 

Таким образом, киназы являются перспективными мишенями для разра-

ботки новых стратегий лечения заболеваний. Ингибирование их активности, как 

правило, основано на антагонистическом подходе, когда специально подобран-

ные соединения конкурируют с АТФ за связывание с каталитическим доменом 

(рис. 1, а). В настоящее время одобрено к клинической практике 63 ингибитора, и 

их число растет с каждым годом [12]. Но из-за того, что АТФ-связывающий сайт 

является достаточно консервативным, селективность остается одной из главных 

проблем при разработке новых лекарственных средств (рис. 1, б) [13, 14]. 

Таким образом, поиск и разработка новых безопасных и эффективных ин-

гибиторов является сложной задачей, поскольку требует всестороннего изуче-

ния их действия на кином человека. Экспериментальная проверка таких соеди-

нений является чрезвычайно дорогим процессом как по ресурсам, так и по вре-

мени, поэтому активно применяются различные методы виртуального скри-

нинга, которые позволяют оценивать перспективность соединений с помощью 

вычислительных методов [15]. Благодаря этому оказалось возможным отсорти-

ровать значительное число неэффективных соединений уже на первоначальном 

этапе исследования, что, в свою очередь, положительно сказалось как на вре-

мени, необходимом для исследования, так и на трудозатратности при поиске 

новых ингибиторов. 

а) б) 

https://paperpile.com/c/fERXgf/jsyRF+ZUxI7+zs09b
https://paperpile.com/c/fERXgf/JaWT0
https://paperpile.com/c/fERXgf/OTFdB+P7h4A
https://paperpile.com/c/fERXgf/VQ21E
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1. Материалы и методы 

1.1. Материалы. Четыре библиотеки для скрининга (Advanced, HTS, Premium, 

Functional), которые суммарно содержат около 2.8 млн соединений, были полу-

чены с сайта компании Enamine. Из библиотек были извлечены все соединения, 

обладающие аминотиазольным скаффолдом, общее количество которых соста-

вило 7809 соединений. В качестве шаблонов для структурного выравнивания 

были использованы 253 кристаллические структуры каталитического домена в 

активной конформации, связанные с низкомолекулярным ингибитором, обла-

дающим аминотиазольным скаффолдом, и представленные в Protein Data Bank 

(PDB) [16]. Для определения эффективности взаимодействия исследуемых со-

единений были использованы кристаллические структуры каталитического до-

мена CDK2 (PDB:3QHW) и CDK9 (PDB:3BLQ), из которых предварительно 

были удалены кофакторы, ионы буфера и АТФ. 
 

1.2. Предварительная обработка библиотеки химических соединений. 

Физико-химические свойства каждого из соединений были вычислены при по-

мощи программы OpenEye QUACPAC v2.1.2.1 (с параметром ионизации 

pH 7.4). Для нашего исследования при помощи скрипта molproptable.py 

(OpenEye OEChem v2021.1.1) были отобраны только такие соединения, кото-

рые подчинялись «правилу пяти» Липинского и были предсказаны как раство-

римые и не склонные к агрегации. 
 

1.3. Генерация 3D конформеров. Все соединения в библиотеках пред-

ставлены в текстовом двухмерном формате SMILES, для них необходимо было 

создать всевозможные трехмерные конформеры (рис. 2). Для этого было ис-

пользовано программное обеспечение OpenEye OMEGA v4.0.0.4 [17], которое 

генерирует наборы трехмерных конформаций соединений на основе заложен-

ного в основу программы набора кристаллических структур отдельных малых 

фрагментов, использовавшихся для построения предварительной трехмерной 

структуры с последующей оптимизацией при помощи параметрического сило-

вого поля MMFF94s. В данном случае для каждого соединения было сгенери-

ровано до 100 всевозможных трехмерных структур с отсевом дубликатов по 

среднеквадратичному отклонению (RMSD) < 0.5 Å. 
 

1.4. Структурное выравнивание. Набор трехмерных конформеров был 

выровнен относительно каждой структуры из набора положений известных ки-

назных ингибиторов с помощью программного обеспечения OpenEye ROCS 

v3.4.0.4 (рис. 2) [18]. Этот инструмент позволяет оптимизировать наложение 

исследуемой структуры на фармакофор или на набор трехмерных шаблонов и 

вычислить геометрическое сходство между ними через атом-центрированные 

гауссовы функции. В данном случае для определения геометрического подобия 

использовался индекс TanimotoCombo, состоящий из двух отдельных значений: 

ShapeTanimoto, которое отражает сходство относительно молекулярных объе-

мов, и ColorTanimoto, которое определяет наложение различных типов атомов – 

donor, acceptor, anion, cation, hydrophobe и ring. Значение TanimotoCombo варь-

ирует от 0 до 2, где “0”  отражает  совершенно непохожие  соединения,  а  “2”  –  

https://paperpile.com/c/fERXgf/THIbN
https://paperpile.com/c/fERXgf/t7YzO
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Рис. 2. Шаги виртуального скрининга для поиска новых ингибиторов киназной активности: 

а) двухмерная библиотека соединений, представленная в текстовом формате; б) генерация 

трехмерных конформеров для соединения; в) выравнивание полученных конформеров 

относительно набора известных ингибиторов киназ; г) минимизация энергии взаимодей-

ствия выровненных конформеров в комплексе со структурой каталитического домена 

киназ 

идентичные. В ходе каждого выравнивания весь набор конформеров был вы-

ровнен относительно каждого шаблона, при этом было отобрано 20 лучших (по 

оценке TanimotoCombo) конформеров. 
 

1.5. Минимизация энергии взаимодействия комплекса лиганд – ми-

шень. Для всех атомов каждого выровненного конформера были вычислены 

парциальные заряды при помощи зарядовой схемы AM1BCC, реализованной 

в OpenEye QUACPAC v2.1.2.1. Затем каждый из них подвергался параметриза-

ции для создания файла с топологией данной трехмерной структуры. Парал-

лельно с этим каждый такой конформер был помещен в АТФ-связывающий 

сайт CDK2 и CDK9, структуры которых были предварительно выровнены от-

носительно каталитического домена киназы известного ингибитора. Далее все 

сгенерированные лиганд-белковые комплексы подвергались минимизации при 

помощи программного пакета для биомолекулярного моделирования PyRosetta 

2020.50+release.1295438 [19] для того, чтобы оптимизировать положение ли-

ганда относительно белка с энергетической точки зрения (рис. 2). На последнем 

этапе вычислялась энергия взаимодействия лиганда с белком, которая была 

определена как разность полных энергий связанного и несвязанного комплексов. 
 

1.6. Определение эффективности ингибирования активности киназ in 

vitro. Проверка отобранных соединений in vitro проводилась в сотрудничестве 

с компанией Reaction Biology Corporation (США). Тестируемые соединения 

были инкубированы совместно с исследуемой киназой, субстратом, кофакто-

рами и смесью меченой (
33

P) и немеченой ATФ, затем было вычислено количе-

ство радиоизотопа на субстрате киназы относительно контроля. 

а) 

б) 

в) 

г) 

https://paperpile.com/c/fERXgf/Vyvx7
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2. Результаты и их обсуждение 

2.1. Структурное сходство с известными ингибиторами киназ. В настоя-

щем исследовании мы сосредоточились на поиске новых соединений, которые со-

держали бы аминотиазольное кольцо, которое присутствует во многих структурах 

высокоэффективных ингибиторов киназной активности [20–22]. Для этого были 

отобраны все соединения из четырех химических библиотек компании Enamine 

(Advanced, HTS, Premium, Functional), которые имели этот фрагмент в своей 

структуре (и удовлетворяли общепринятым требованиям к потенциальным ле-

карственным соединениям); в конечном итоге их количество составило 7809.  

В ходе выравнивания трехмерных конформеров отобранного набора со-

единений относительно структур известных ингибиторов киназ из PDB, содер-

жащих аминотиазольный остов, было выявлено, что большинство соединений 

имеет сходство с шаблонами в диапазоне 1.0–1.2 (рис. 3, а). Это указывает на то, 

что в большинстве структур встречаются определенные структурные мотивы, 

которые имеются у известных ингибиторов киназ и могут повысить шансы того, 

что соединение будет взаимодействовать с АТФ-связывающим доменом киназ, 

в то время как «несовпадающая» часть направлена на оптимизацию аффинности 

с мишенью. Минимальное сходство с шаблонами составило около 0.75, что ука-

зывает на то, что данное соединение не имеет аналогов в PDB, а максимальное – 

1.65, что указывает на структурное сходство («объем») и совпадение различных 

типов атомов. 

Однако распределение использованных для выравнивания шаблонов явля-

ется неравномерным, и 51 шаблон имел лучшее значение структурного сход-

ства для 50% всех соединений в отобранном наборе (рис. 3, б). В свою очередь, 

это говорит о том, что аминотиазол-содержащие соединения имеют ограничен-

ное структурное разнообразие и являются аналогичными только 51 киназному 

ингибитору в PDB, имеющему аминотиазольный мотив в своем остове. При 

проверке мы смогли выяснить, что у большинства соединений этот фрагмент 

располагается в центре структуры, что, в свою очередь, позволяет предполо-

жить, что он может быть использован для взаимодействия с шарнирным регио-

ном АТФ-связывающего домена киназ. 
 

2.2. Энергия взаимодействия и селективность соединений между CDK2 

и CDK9. В ходе минимизации выровненных соединений в комплексе с киназами 

CDK2 и CDK9 мы смогли выявить, что для этих мишеней распределения энер-

гий взаимодействий схожи (рис. 3, в): от –5 до –42 REU (энергетические еди-

ницы Розетты) с медианой –23.78 REU для CDK2 и от –5 до –37 REU с медиа-

ной –24.18 REU для CDK9.  

Многие эффективные АТФ-конкурентные ингибиторы киназ образуют не-

сколько водородных связей с шарнирной петлей каталитического домена киназ 

подобно АТФ (рис. 1, а), поскольку это увеличивает шансы на то, что соедине-

ние свяжется с мишенью и будет правильно расположено относительно связы-

вающего сайта. В ходе анализа библиотеки мы обнаружили, что классический 

мотив взаимодействия аминотиазольного каркаса с шарнирной петлей домена, 

обычно имеющий две водородных связи, был правильно воспроизведен только 

для 25% соединений в комплексе с CDK2, в то время как с CDK9 – для 38%. 
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Рис. 3. Количественная характеристика аминотиазол-содержащих соединений в биб-

лиотеках Enamine: a) структурное сходство между исследуемыми соединениями и из-

вестными киназными ингибиторами; б) распределение использованных шаблонов для 

выравнивания, пунктирная линия показывает 50% соединений в библиотеке; в) энергия 

взаимодействия ингибиторов с CDK2 и CDK9 

Кроме того, было выявлено, что «предпочитаемость» исследуемых соеди-

нений представлена неравномерно – около 43% соединений имело лучшую 

энергию взаимодействия с CDK2 и около 57% – с CDK9. Однако следует отме-

тить, что максимально эффективное соединение было обнаружено для CDK2, 

его энергия взаимодействия составила –43 REU, в то время как в комплексе 

с CDK9 всего –36 REU.  

В конечном итоге, после дополнительной проверки мы смогли отобрать 22 со-

единения с высокими значениями энергии взаимодействия и предполагаемой спе-

цифичностью относительно киназ CDK2 и CDK9, обладающие двумя и более во-

дородными связями с шарнирной петлей киназного домена (табл. 1). 

В ходе экспериментальной проверки активности соединений мы обнаружили, 

что только семь из них показали эффективность ингибирования (IC50) < 20 мкМ, 

и предсказанные различия в энергии взаимодействия между CDK2 и CDK9  

были правильно определены только для двух соединений (рис. 4) – Z238156308, 

Z2177403824. 

Наша работа позволила выявить как достоинства, так и ограничения ис-

пользованного метода. С одной стороны, успешный отбор семи потенциальных 

кандидатов для подавления активности CDK2 или CDK9 (более 1/3 от вирту-

ально идентифицированных соединений) свидетельствует об эффективности 

комбинирования методов виртуального скрининга с информацией об уже из-

вестных ингибиторах киназ. Такой подход является намного более результа-

тивным по сравнению не только с простым экспериментальным перебором, но 

и с применением скрининга с высокой пропускной способностью (HTS) [23].  

С другой стороны, найденные вещества обладают сравнительно низкой ак-

тивностью, поэтому потребуются значительные усилия по их доработке. Это яв-

ляется отчасти следствием относительно небольшого размера и структурного 

разнообразия использованной библиотеки. Для исследования всех возможных 

соединений только из компании Enamine (к настоящему времени их библиотека 

выросла уже до 19 млрд) примененным здесь методом потребовалось бы 882 го-

да в параллельном исполнении на 2048 процессорах уровня i7-10700k, что значи-

тельно превышает  возможности  типичной  научно-исследовательской  

а) б) в) 
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Табл. 1 

Отобранные соединения для проверки in vitro 

   

Z169536760 

ECDK2 = –31.08 

ECDK9 = –33.38 

Z48861625 

ECDK2 = –28.01 

ECDK9 = –30.67 

Z238156308 

ECDK2 = –32.62 

ECDK9 = –33.66 

   

Z1911365952 

ECDK2 = –28.79 

ECDK9 = –32.05 

Z238190978 

ECDK2 = –28.24 

ECDK9 = –31.72 

Z48853635 

ECDK2 = –31.93 

ECDK9 = –35.85 

   

Z826248620 

ECDK2 = –30.84 

ECDK9 = –32.13 

Z67764668 

ECDK2 = –35.44 

ECDK9 = –35.12 

Z212912350 

ECDK2 = –36.26 

ECDK9 = –36.77 

 
 

 

Z1265432563 

ECDK2 = –30.31 

ECDK9 = –27.45 

Z4452246830 

ECDK2 = –29.79 

ECDK9 = –30.09 

Z70864235 

ECDK2 = –36.74 

ECDK9 = –36.89 

   

Z411664372 

ECDK2 = –31.34 

ECDK9 = –31.65 

Z2177403824 

ECDK2 = –26.96 

ECDK9 = –32.24 

Z2294424157 

ECDK2 = -27.08 

ECDK9 = -31.44 
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Z1995612474 

ECDK2 = –29.95 

ECDK9 = –34.18 

Z859023978 

ECDK2 = –27.31 

ECDK9 = –32.30 

Z1995613226 

ECDK2 = –27.10 

ECDK9 = –34.32 

   

Z1275191743 

ECDK2 = –32.73 

ECDK9 = –32.91 

Z1673531755 

ECDK2 = –33.12 

ECDK9 = –32.48 

Z2624229394 

ECDK2 = –30.78 

ECDK9 = –30.04 

 

  

Z2378678900 

ECDK2 = –25.37 

ECDK9 = –35.24 

  

 

 

Рис. 4. Активность отобранных соединений in vitro. Соединения, отмеченные звездоч-

кой, не показали какого-либо ингибирующего действия 
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группы. Становится очевидной необходимость разработки новых подходов, где 

наиболее перспективными являются методы машинного и глубокого обучения, 

а также стратегия фрагментно-ориентированной разработки новых лекарствен-

ных соединений (недавно примененная нами в [24]). Таким образом, полученные 

результаты позволяют создать научно-методическую базу для сравнения резуль-

тативности новых разработанных подходов виртуального скрининга с традици-

онными. 

Заключение 

В работе представлены результаты поиска новых ингибиторов киназ CDK2 

и CDK9. Сам поиск был проведен на химических библиотеках компании Enamine 

с использованием различных методов виртуального скрининга – структурного вы-

равнивания исследуемых соединений относительно набора известных ингиби-

торов киназ из PDB, минимизации комплекса лиганд-белок для оценки срод-

ства соединения к мишени. 

Данный подход позволил нам отобрать 22 соединения, которые обладали как 

необходимым сходством с известными ингибиторами (TanimotoCombo = 1.0–1.2), 

так и достаточной энергией взаимодействия с исследуемыми киназами. Экспери-

ментальная проверка показала, что только семь соединений имеют эффективность 

ингибирования меньше 20 мкM: Z238156308 и Z1265432563 для обоих киназ, 

Z67764668, Z212912350, Z70864235 для CDK2 и Z2177403824, Z2624229394 

для CDK9. 
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Abstract 

Kinases are important components of many signaling pathways in a cell, and therefore they are involved 

in the regulation of such diverse processes as transcription, cell cycle progression, apoptosis, cell differentia-

tion, metabolism, and intercellular communication. Their increased activity often results in the development 

of various oncological, neurological, and cardiovascular diseases, as well as of immune system disorders. 

Treatment is most frequently based on an antagonistic approach, when a small molecule compound in-

hibits excessive kinase activity. However, the ATP-binding site of kinases is highly conserved, which 

often causes these ATP-competitive inhibitors to cross-react with a variety of other kinases, resulting 

in low selectivity. Thus, the discovery and development of new safe and effective inhibitors is a challenging 

task because it requires a comprehensive study of their effects on the human kinome. The experimental 

validation of possible candidates is an extremely expensive procedure, and narrowing down selection of 

candidate targets in silico became an attractive approach in early drug discovery. Various approaches to 

virtual screening were developed, with the goal to increase the cost-effectiveness of drug development 

manyfold by reducing the need for validation experiments. In this work, we applied a combination of 

different computational approaches to select 22 candidate inhibitors of the kinase activity of CDK2 and 

CDK9 and then tested them experimentally. Establishing a pipeline of virtual screening and subsequent 

validation made it possible to reveal the advantages and limitations of the methods used. About 1/3 

of candidates were predicted correctly, including one compound with IC50 < 2 μM for both kinases. 

Keywords: virtual screening, structural alignment, energy minimization of ligand-target complex, 

protein kinase, CDK2, CDK9 
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Figure Captions 

Fig. 1. a) structure of the catalytic domain of CDK9 (PDB: 3BLQ) and a focused view of the binding 

mode of ATP and the inhibitor in the ATP-binding pocket; b) non-selective action of the kinase in-

hibitor dasatinib (initially developed as an ABL kinase inhibitor) on the human kinome. Dasatinib-

responsive kinases are shown as dark red dots. 

Fig. 2. Virtual screening strategy for the identification of new kinase inhibitors: a) 2D library of com-

pounds in text format; b) generation of 3D conformers for each compound in the library; c) 3D alignment 

of the conformers relative to the position of known kinase inhibitors; d) minimization of the energy of 

interaction of the aligned conformers in complex with the catalytic domain of kinases. 
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Fig. 3. Quantitative characteristics of aminothiazole-containing compounds in the Enamine libraries: 

a) structural similarity between the compounds studied and known kinase inhibitors; b) distribution 

of templates used for alignment, the dotted line shows 50% of compounds in the library; c) energy 

of interaction of the inhibitors with CDK2 and CDK9. 

Fig. 4. In vitro validation of the selected compounds. Compounds marked with an asterisk * showed 

no inhibitory effects.  
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