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АНОТАЦІЯ 

Васильчук М.О. Раціональний дизайн інгібіторів тирозинкінази JAK1. 

– Випускна кваліфікаційна робота магістра за спеціальністю 102 Хімія ОП

«Високі технології (Хемоінформатика)». 

Випускна кваліфікаційна робота присвячена раціональному дизайну 

інгібіторів протеїнкінази JAK1 з використанням методів комп’ютерного 

моделювання. Функціонування JAK1 тісно пов’язане із процесами 

кровотворення, відновлення тканин, імунної відповіді, апоптозу та запалень. 

Розробка інгібіторів даної протеїнкінази є важливою ланкою у процесі 

пошуку ліків від ряду захворювань, включаючи різні типи ракових пухлин, 

аутоімунні порушення, хворобу Паркінсона, астму, ревматоїдний артрит, 

атопічний дерматит, тощо. У даній роботі було проведено віртуальний 

скринінг у два етапи. Спочатку було виконано ліганд-орієнтований скринінг, а 

після цього - рецептор-орієнтований. Нами було проаналізовано 

тримільйонну колекцію сполук із метою пошуку потенційних інгібіторів 

JAK1 за допомогою методів розпізнавання молекулярної форми APF RIDE та 

USRCAT, що враховують структурні та фармакофорні властивості. Для 

виявлення біологічно активних лігандів протеїнкінази JAK1 було застосовано 

метод 4D молекулярного докінгу у поєднанні із подальшим in vitro 

тестуванням інгібувальної здатності кандидатів. У результаті дослідження 

було знайдено два неселективних інгібітора протеїнкінази JAK1 із 

показниками ІС50 41,3 та 30,1 мкМ. 

Ключові слова: протеїнкіназа JAK1, методи розпізнавання 

молекулярної форми, молекулярний докінг, тирозинкіназні інгібітори.  

ANNOTATION 

Vasylchuk M.O. Computer�aided design of Janus kinase 1 inhibitors. – 

Master's final qualification work in specialty 102 Chemistry OP "High 

technologies (Cheminformatics)". 
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The aim of this final qualification work is to design new JAK1 tyrosine 

kinase inhibitors using computer modeling methods. The functioning of JAK1 is 

closely related to the processes of hematopoiesis, tissue repair, immune response, 

apoptosis and inflammation. The development of inhibitors of this protein kinase is 

an important step in the process of finding drugs for a number of diseases, 

including various types of cancer tumors, autoimmune disorders, Parkinson's 

disease, asthma, rheumatoid arthritis, atopic dermatitis, etc. In this work, virtual 

screening was carried out in two stages. Ligand-oriented screening was performed 

first, followed by receptor-oriented screening. We screened a collection of three 

million compounds for potential JAK1 inhibitors using APF RIDE and USRCAT 

molecular shape recognition methods that take structural and pharmacophore 

properties into account. To identify biologically active JAK1 tyrosine kinase 

ligands, the method of 4D molecular docking was used in combination with further 

in vitro testing of the candidates' inhibitory ability. As a result of the study, two 

non-selective JAK1 tyrosine kinase inhibitors were found with IC50 values of 41.3 

and 30.1 µM. 

Key words: tyrosine kinase JAK1, molecular shape recognition methods, 

molecular docking, tyrosine kinase inhibitors. 
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ВСТУП 

Актуальність теми.  

JAK/STAT сигнальний шлях вважається одним із центральних 

комунікаційних вузлів функціонування клітини. Його діяльність тісно 

пов’язана із процесами кровотворення, відновлення тканин, імунної 

відповіді, апоптозу та запалень. Тому порушення JAK/STAT сигнального 

шляху може призводити до широкого спектру захворювань, таких як 

злоякісні пухлини, запальні та аутоімунні хвороби [1]. 

Саме мутації протеїнкінази JAK1 є найчастішими причинами В-

клітинного гострого лімфобластного лейкозу, Т-клітинного гострого 

лімфобластного лейкозу [2] та системного червоного вовчака [3]. Було 

доведено, що JAK1 відіграє вирішальну роль при алергічному риніті [4], 

астмі [5], ревматоїдному артриті [6], гострій фазі атопічного дерматиту [7], 

хворобі Паркінсона [8], запальному захворюванню кишечника [9] та різних 

видах раку [10].  

Станом на сьогодні розроблено всього декілька інгібіторів JAK1, які є 

клінічно схваленими лікарськими засобами. Їхня ефективність у лікуванні 

численних хвороб підтверджена рядом досліджень. Однак більшість із цих 

інгібіторів не є селективними і це спричиняє численні побічні ефекти, які 

включають тромбоцитопенію, анемію, інфекції, хвороби органів шлунково-

кишкового тракту і дихальної системи, тощо [11–13]. Також більшість 

знайдених нині інгібіторів мають подібну будову хімічного каркасу. 

Відповідно пошук нових інгібіторів може вирішити проблему токсичності та 

допоможе збільшити хімічне різноманіття.  

Таким чином, метою даної роботи є раціональний пошук нових 

інгібіторів протеїнкінази JAK1 із використанням методів комп’ютерного 

моделювання. 

Мета дослідження: раціональний пошук інгібіторів протеїнкінази 

JAK1 із використанням методів комп’ютерного моделювання. 

Об’єкт дослідження: протеїнкіназа JAK1 та її інгібітори. 
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Методи дослідження: методи розпізнавання молекулярної форми, 

молекулярний докінг, in vitro тестування інгібування ензиматичної 

активності. 

Особистий внесок здобувача.  

Систематизація та аналіз літературних джерел з даної теми, обробка 

бібліотеки сполук, формування досліджуваної вибірки молекул, валідація 

докінгової моделі, проведення молекулярного докінгу, відбір речовин для in 

vitro тестування, узагальнення, аналіз, візуалізація та оформлення отриманих 

результатів було проведено здобувачем особисто. Тестування інгібування 

ензиматичної активності in vitro було проведено колегами із НВП «Бієнта». 

Постановка завдання дослідження та обговорення отриманих результатів 

проводились разом із науковим керівником к.б.н Протопоповим Миколою 

Васильовичем.  

Структура та обсяг роботи.  

Дипломна робота викладена на 68 сторінках і складається зі вступу, 

трьох розділів, висновків, переліку використаних джерел (124 найменувань). 

Перший розділ присвячений опису структури протеїнкінази JAK1 та огляду 

відомих інгібіторів. У другому розділі викладені методи, що були застосовані 

у даному дослідженні. Третій розділ є описом експериментальної частини та 

аналізом отриманих результатів дипломної роботи.  
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Розділ 1. Огляд літератури 

1.1. Опис будови та функцій протеїнкінази JAK1 та її інгібіторів 

JAK кінази (Янус-кінази) – це внутрішньоклітинні нерецепторні 

протеїнкінази. Сімейство JAK включає чотири представники: JAK1, JAK2, 

JAK3 і TYK2. Останньою була відкрита протеїнкіназа JAK3 в 2005 році під 

час пошуку генів, що спричиняють комбінований імунний дефіцит [14]. Після 

секвенування геному людини інші протеїнкінази цього сімейства знайдені не 

були, тому вважається, що родина JAK кіназ складається з лише чотирьох 

членів.  

Янус-кінази експресуються майже в усіх тканинах організму людини 

[15–20], виключенням є JAK3, яка експресується лише в лімфатичній системі 

та у кістковому мозку [21]. Ці протеїнкінази відіграють вирішальну роль у 

JAK-STAT сигнальному шляху, який бере участь у процесах пов’язаних із 

імунітетом, клітинним поділом та смертю, утворенням ракових пухлин, тощо 

[22]. Порушення передачі сигналів JAK-STAT може призвести до 

захворювань шкіри, різних видів раку та аутоімунних хвороб. Саме тому 

представники JAK протеїнкіназ виявились важливими потенційними 

мішенями для лікування великого спектру захворювань [23]. 

1.1.1. Структура протеїнкінази JAK1 

Протеїнкіназа JAK1 побудована із семи доменів гомології (JH1-JH7) 

[24]. Нумерація доменів починається з С-кінця. (Рисунок 1.1, 1.2А) 

 
Рисунок 1.1 — Схематичне зображення доменної структури JAK1 [25]. 
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Рисунок 1.2. — А - Тривимірна структура протеїнкінази JAK1. 

Кристалічна структура взята з Protein Data Bank [26]. Б – тривимірна 

структура кіназного JH1 домену JAK1 [27]. 

Домен JH1 є типовим доменом еукаріотичної протеїнкінази (Рисунок 

1.2Б). Складається із 278 амінокислотних залишків. Він містить сайт 

зв’язування АТФ та відповідає за ферментативну активність протеїнкінази. N-

кінець складається з п’ятиниткового (β1 - β5) β-листа та однієї αС-спіралі. 

Більша частина домену має спіральну будову з 8 α-спіралей (αD - αK) та 

трьох 3/10 спіралей (3/10B - 3/10D) із антипаралельними β7 та β8 нитками. У 

кіназному домені присутні також гліцинова петля, шарнірна область і А-петля 

(петля активації) [27]. У 2018 році була описана фармакофорна модель для 

АТФ-зв’язувального сайту, що складається з гідрофобної ділянки для 

утримування аденіну, гідрофобної кишені та гідрофільних ділянок, де 

зв’язуються залишки цукру та фосфату відповідно (Рисунок 1.3) [28]. У 
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будові цього домену є два типових для усіх тирозинкіназ тирозини 

Y1038/Y1039, фосфорилювання яких полегшує зв’язування JAK із 

субстратом шляхом зміни конформації білка. Цікаво те, що JH1 домен тісно 

пов'язаний з доменами кіназ факторів росту. Цей факт дає змогу припустити, 

що JAK походять з цього великого сімейства [29].  

 
Рисунок 1.3. — Представлення будови сайту зв’язування АТФ (блідо-

жовтим кольором). Фармакофорні характеристики, такі як акцепторні групи 

для формування водневих зв’язків, гідрофобні ділянки та донорні групи, 

позначені червоним, зеленим та синім кольорами відповідно [28]. 

Другий домен JH2 – це домен псевдокінази, що відіграє важливу роль 

у регуляції активності протеїнкінази JAK1. Складається із 272 

амінокислотних залишків. Цей домен каталітично неактивний, оскільки не 

має специфічних амінокислот, що забезпечують активність. Саме наявність 

кіназного та псевдокіназного доменів стало характеристичною ознакою 

сімейства і дало їй назву «янус-кінази» (на честь дволикого римського бога 

Януса). Більшість мутацій, що припиняють активність протеїнкінази 

присутні саме в JH2, що підкреслює критичну роль цієї структурної частини 

[30,31]. 

Домени JH3 та JH4 становлять SH2-домен, що містить 105 

амінокислотних залишків та складається із двох α-спіралей і одного β-листа. 
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Домени зв'язуються із певними мотивами, що містять залишок тирозину 

[32,33]. Фосфорилювання цього тирозину дає можливість зв’язування домену 

SH2. Ця структурна частина виконує функцію полегшення асоціації з 

рецепторами цитокінів [34]. 

Четверта область янус-кінази є доменом FERM, який складається з 

JH5, JH6 і JH7 доменів гомології. Він знаходиться на N-кінці та бере участь у 

зв’язуванні протеїнкінази JAK1 із трансмембранними білками, наприклад, 

цитокіновими рецепторами. FERM-домен містить 386 амінокислот у своєму 

складі [35]. 

1.1.2. Аналіз відомих структур протеїнкінази JAK1 та лігандів 

У базі Protein Data Bank описано 50 кристалічних структур 

протеїнкінази JAK1. Найбільш уживаним методом при дослідженні 

просторової структури білку є рентгеноструктурний аналіз. На результати 

такого експерименту впливає роздільна здатність приладу та наявність чи 

відсутність лігандів, які були б зв’язані з рецептором [36].  

Роздільна здатність – це мінімальна відстань, розміщуючись на якій 

два об’єкта детектуються окремо, не зливаючись в один предмет. Відповідно, 

чим нижче значення �, тим краща роздільна здатність приладу [37]. 

У таблиці 1.1 представлені усі описані на сьогодні структури 

протеїнкінази JAK1.  

Таблиця 1.1 — Інформація про унікальні кристалічні структури 

протеїнкінази JAK1, що надає база даних білкових послідовностей Protein 

Data Bank (Колонки: порядковий номер, ідентифікатор PDB, роздільна 

здатність, ліганд, з яким зв’язана протеїнкіназа). Метод дослідження 

просторової структури: рентгеноструктурний аналіз. 

№ PDB_ID 
Роздільна 

здатність 
Ліганд 
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43.  6W8L 2.11 � 
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Як видно з таблиці 1.1, найкраща роздільна здатність у структур із 

ідентифікатором 6N7А та 6N7С (роздільна здатність 1.33 � та 1.69 � 

відповідно). Саме їх ми обрали для нашої наукової роботи. Порівнюючи 

будову їх сайтів зв’язування, можна помітити різницю у розміщенні 

амінокислотного залишку глутамінової кислоти Glu966 (Рисунок 1.4А та 

1.4Б).  

  
Рисунок 1.4. — Будова сайтів зв’язування протеїнкінази JAK1 (PDB 

ідентифікатор: 6N7А (фіолетовим кольором) та 6N7С (блакитним кольором) ) 

А – рецепторна кишеня без лігандів; Б – рецепторна кишеня із зв'язаними 

лігандами N-[3-(2-метокси-5-хлор-феніл)-1-метил-1Н-піразол-4-іл]-2-метил-

2Н-піразоло[4,3-с]піридин-7-карбоксамідом і N-[5-(3-метоксинафтален-2-іл)-

1H-піразол-4-іл]піразоло[1,5-a]піримідин-3-карбоксамідом. Зображення 

створені за допомогою програми Molsoft ICM-Pro 3.9-2. 

А Б 



19 
 

1.1.3. Функції протеїнкінази JAK1 

JAK/STAT сигнальний шлях вважається одним із центральних 

комунікаційних вузлів функціонування клітини. Його діяльність тісно 

пов’язана з процесами кровотворення, відновлення тканин, імунної відповіді, 

апоптозу та запалень. Тому порушення JAK/STAT сигнального шляху може 

призводити до широкого спектру захворювань, особливо злоякісних пухлин 

та аутоімунних хвороб. У цьому шляху бере участь більше 50 цитокінів і 

факторів росту, серед них інтерферони (IFN), гормони та інтерлейкіни (IL) 

[38]. 

Канонічний JAK/STAT сигнальний шлях починається з того, що ліганд 

взаємодіє зі своїм рецептором. У результаті цього даний рецептор 

димеризується (Рисунок 1.5, (1)). Зв’язування із малим лігандом активує 

протеїнкіназу JAK, яка у свою чергу ініціює фосфорилювання тирозину. У 

результаті формується місце стикування для STAT (Рисунок 1.5, (2)), де він 

фосфорилюється та відривається від рецептора (Рисунок 1.5, (3)). STAT 

утворює димери унаслідок взаємодії фосфотирозину з доменом SH2 (Рисунок 

1.5, (4)). У подальшому ці димери регулюють транскрипцію генів за 

декількома механізмами: (1) STAT зв’язується зі своїм цільовим сайтом ДНК і 

це стимулює активацію транскрипції. (2) Утворюється транскрипційний 

комплекс з non-STAT транскрипційними факторами для запуску транскрипції; 

(3) Асоціація STAT з non-STAT ДНК-зв'язуючими елементами, що сприяє 

STAT-залежній транскрипції; (4) Зв’язування факторів транскрипції STAT і 

non-STAT із кластерами незалежних сайтів зв’язування ДНК (Рисунок 1.5, 

(5)) [39]. 

У негативній регуляції передачі сигналів JAK/STAT беруть участь три 

типи білків регуляції: сімейство PIAS (білковий інгібітор активованого 

STAT), CIS/SOCS (супресор цитокінового сигналу) і PTPs 

(протеїнтирозинфосфатаза). PIAS інгібує зв’язування STAT з ДНК шляхом 

взаємодії з димерами STAT, що призводить до блокування трансдукції 

сигналу JAK/STAT [40,41]. Сімейство CIS/SOCS має три способи негативної 



20 
 

регуляції JAK/STAT шляху: блокування STAT шляхом зв’язування з 

рецептором протеїнкінази; інгібування активності протеїнкінази JAK шляхом 

безпосереднього зв'язування з нею; утворення комплексу елонгін B/C-cullin5, 

та руйнування JAK (або STAT), що пов’язані з білком SOCS, через 

деградацію протеасоми та поліубіквітування [42,43]. Білки PTP взаємодіють 

із JAK або STAT, з метою дефосфорилювати димер STAT чи JAK та тим 

самим інгібувати фосфорилювання янус-кінази [44,45]. 

 
Рисунок 1.5. — Активація та негативна регуляція сигнальних шляхів 

JAK/STAT [46]. 

Протеїнкіназа JAK1 пов’язана з великою кількістю цитокінів, а також 

взаємодіє з фактором інгібітору лейкемії, інтерлейкінами (IL-21, IL-15, IL-11, 

IL-9, IL-7, IL-6, IL-4 та IL-2), онкостатином M, циліарним нейротрофічним 

фактором, а також гранулоцитарним колонієстимулюючим фактором [25].  

Згідно зі статтею опублікованою у журналі J Exp Med у 2008 році у 3% 

випадків мутації JAK1 є причинами В-клітинного гострого лімфобластного 

лейкозу та у 27% випадків причинами Т-клітинного гострого лімфобластного 

лейкозу [2]. Також було виявлено, що ключовим фактором у молекулярному 
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патогенезі системного червоного вовчака є підвищення IFN, 

опосередкованого шляхом JAK/STAT через протеїнкіназу JAK1 [47]. Крім 

того, JAK1 пов’язана з гострою фазою атопічного дерматиту шляхом 

активації клітин Th1 [7]. Протеїнкіназа JAK1 регулює рівень IFN-γ та IL-6, 

що має вплив на протікання хвороби Паркінсона [48]. Також експресія IL-6 

спричиняє пригнічення росту волосся [49]. Було доведено, що протеїнкіназа 

JAK1 відіграє вирішальну роль при алергічному риніті [4], астмі [5], 

ревматоїдному артриті [6], запальному захворюванні кишечника [9] та різних 

видах раку [10]. Це доказ того, що інгібітори JAK необхідні для лікування 

широкого спектру захворювань. 

1.1.4. Огляд інгібіторів протеїнкінази JAK1 

Станом на сьогодні розроблено декілька інгібіторів JAK, що 

вивчаються у доклінічних та клінічних дослідженнях (Рисунок 1.6).  

Як видно з рисунку 1.6., більшість інгібіторів є похідними одного 

класу хімічних сполук – піроло-[2,3-d]піримідини. Будова цього гетероциклу 

схожа на будову аденіну, що входить до складу АТФ. Завдяки гідрофобним та 

водневим зв’язкам сполуки із такою гетероциклічною будовою можуть 

утримуватися сайтом зв’язування JAK1. Також багато інгібіторів, що 

наведенні нижче, містять залишки циклоалканів, що встановлюють 

гідрофобні взаємодії з «рибозною кишенею» протеїнкінази. Сульфонілова та 

нітрильна групи, що часто зустрічаються у структурах на Рисунку 1.6., 

зв’язуються із гліциновою петлею JAK1 за допомогою водневих та Ван-дер-

ваальсових взаємодій. Часто зустрічаються метилові та етилові алкільні 

залишки у молекулах інгібіторів, що створюють Ван-дер-ваальсові контакти з 

сайтом зв’язування. 
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Рисунок 1.6. — Хімічні структури відомих JAK інгібіторів [46]. 

Інгібітори протеїнкінази JAK1 можна розділити на два покоління за 

селективністю. Перше покоління – це неселективні інгібітори, такі як 



23 
 

барицитиніб і тофацитиніб. До другого покоління можна віднести селективні 

інгібітори JAK1, наприклад, філготиніб і упадацитиніб [50]. 

Інша класифікація базується на способі зв’язування та типі взаємодії. 

На основі цього інгібітори поділяються на оборотні (конкурентні) та 

необоротні (неконкурентні) (Рисунок 1.7). 

 
Рисунок 1.7. — Класифікація інгібіторів протеїнкінази JAK1 на основі 

типу зв’язування та взаємодії з типовими прикладами для кожного типу [51]. 

Конкурентні інгібітори – це молекули, що утворюють оборотні зв’язки 

з протеїнкіназою JAK, наприклад водневі чи гідрофобні взаємодії. Група 

конкурентних інгібіторів включає у себе клас АТФ-конкурентних інгібіторів. 

Механізм дії цих сполук полягає у конкуренції молекули ліганду з АТФ за 

АТФ-зв’язуючий сайт протеїнкінази JAK1 [52]. Існує також клас сполук, які 

націлені не на АТФ-зв’язуючий сайт, а на домен JH2. Прикладом таких 

молекул є декравацитиніб [53]. 

1.1.4.1. Огляд інгібіторів першого покоління 

Ці сполуки не є селективними щодо протеїнкінази JAK1 та зазвичай 

націлені на АТФ—зв’язуючий сайт. Вони можуть зв’язуватися з декількома 

типами янус-кіназ. 
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Тофацитиніб - це перший інгібітор, який був досліджений на людях та 

призначений для лікування аутоімунних захворювань. Зазвичай він інгібує 

JAK1 та JAK3, пригнічуючи утворення цитокінів γ-ланцюга IFN-γ, IL-6, IL-

12, IL-17, IL-23 та TNF [54]. Цей інгібітор показав свою ефективність у 

клінічних дослідженнях другої та третьої фази. Побічні ефекти тофацитинібу 

включають опортуністичні інфекції (найчастіше повідомлялось про 

туберкульоз), тромбоемболію, перфорацію шлунково-кишкового тракту та 

оперізуючий герпес [55,56]. Також задокументовано 11 летальних випадків 

серед пацієнтів, що приймали цей лікарський засіб. Спектр ускладнень 

досить обширний, тому цей препарат досі проходить перевірки на безпеку. 

Барицитиніб є пероральним інгібітором протеїнкінази JAK1, який 

також виявляє високу активність до JAK2 та помірну активність до JAK3 і 

TYK2. Він є досить ефективним при лікуванні аутоімунних захворювань, 

наприклад, червоного вовчака, ревматоїдного артриту, дерматоміозиту, 

діабетичної хвороби нирок, опосередкованого IFN аутозапального 

захворювання та атопічного дерматиту [57–59]. Барицитиніб також 

випробовували на тваринах, як ліки від хвороб, що спровоковані вірусом 

імунодефіциту людини (ВІЛ) [60]. В одному з опублікованих досліджень 

наукової групи професора Фархада Сейфа зазначаються перспективи 

використання барицитинібу для лікування COVID-19 [61]. Наголошують, що 

цей інгібітор знизив рівень IL-6, IL1β, TNF та підвищив рівень антитіл у 

пацієнтів з тяжкою формою COVID-19, а також спричинив відновлення В-

клітин і Т-клітин [62]. До побічних ефектів барицитинібу можна віднести 

підвищення рівню ліпопротеїнів, часті інфекції, серед них туберкульоз 

[63,64]. 

Оклацитиніб - це інгібітор, що діє на сімейство JAK, найбільшу 

активність виявляє до протеїнкінази JAK1. Оклацитиніб є препаратом для 

лікування алергій та хвороб шкіри у тварин (кішки та собаки) [65,66]. Щодо 

використання цього лікарського засобу на людях не опубліковано жодних 

досліджень.  
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Руксолітиніб є інгібітором протеїнкіназ JAK1 і JAK2, який 

застосовують зазвичай перорально. Клінічні дослідження руксолітинібу досі 

проходять в усьому світу, виявляючи його вплив на різні захворювання, серед 

яких рак, поліцитемія, опосередкована алопеція, вітиліго, aGVHD, 

есенціальна тромбоцитемія та COVID-19 [67–71]. Руксолітиніб був схвалений 

для лікування поліцитемії [72], але він не допоміг пацієнтам із злоякісними 

пухлинами [73]. Як і барицитиніб, руксолітиніб виявився ефективним у 

лікуванні COVID-19, але у пацієнтів виникали серйозні пурпурні ураження 

шкіри та знижувався рівень тромбоцитів [74,75]. Побічними ефектами цього 

препарату є анемія, тромбоцитопенія, нейтропенія, гіпокаліємія, 

периферичний набряк, свербіж, акне [76–78]. Також у низці досліджень 

зазначають, що курс лікування руксолітинібом перервали через його 

токсичність, синдром відміни та втрату терапевтичної користі через певний 

час [79]. Оскільки янус-кінази регулюють велику кількість процесів у 

організмі, руксолітиніб може викликати імуносупресивні захворювання, такі 

як смертельні важкі інфекції та саркома Капоші [80]. 

1.1.4.2. Огляд інгібіторів наступного (другого) покоління 

Інгібітори другого покоління характеризуються вищою селективністю 

до певної протеїнкінази, що зменшує їх побічні дії на організм. Однак ця 

селективність залежить від дози ліків. У декількох клінічних дослідженнях 

було доведено, що збільшення концентрації інгібітора наступного покоління у 

крові супроводжується зниженням його селективності. 

Філготиніб - це селективний інгібітор протеїнкінази JAK1. Залежно 

від дози філготиніб пригнічує диференціювання JAK1-залежних цитокінів 

(IL-2, IL-4 та IL6), Th1, Th2 і Th17 [81]. Цей лікарський засіб призначається 

при лікуванні аутоімунних та запальних захворювань [82]. Також філготиніб 

модулює сплайсинг ВІЛ та інгібує активацію Т-клітин, що може 

використовуватися для лікування синдрому імунодефіциту людини (СНІД) 

[83]. Препарат може провокувати інфекції верхніх дихальних шляхів та інші 
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побічні дії пов’язані з дихальною системою. Зараз філготиніб перебуває у 

фазі довгострокових клінічних випробувань.  

Упадацитиніб відноситься до пероральних лікарських засобів, що 

інгібує JAK1-залежні цитокіни (IL-6, IL-2, IFNγ). Препарат є альтернативою 

метотрексата для лікування ревматоїдного артриту [84]. Також дослідники 

намагаються розширити коло застосування упадацитинібу, а саме, для 

лікування хвороби Крона [85], атопічного дерматиту [86], виразкового коліту 

[87], псоріазу [88]. Але суттєвим недоліком цього лікарського засобу є його 

серйозні побічні ефекти, які були виявлені на третій фазі клінічних 

досліджень. Було зафіксовано зниження кількості лімфоцитів, підвищення 

рівня ліпідів, інсульт, тромбоемболію та навіть смерть пацієнтів [89]. 

Аброцитиніб - це селективний інгібітор для лікування атопічного 

дерматиту. Препарат проходить третю фазу клінічних досліджень і вже було 

повідомлено про його клінічну ефективність. Однак було виявлено ряд 

побічних ефектів, таких як діарея, головний біль, нудота, назофарингіт, 

інфекція верхніх дихальних шляхів та гематологічні аномалії [90]. 

Ітацитиніб – це ще один інгібітор, який є селективним до 

протеїнкінази JAK1. Ученими прогнозується його ефективність при лікуванні 

артриту, запальних захворювань кишечника та гострої реакції «трансплантат 

проти хазяїна». Препарат пройшов лише фазу доклінічних випробувань і 

потребує подальшого дослідження [91]. 

Підводячи підсумок, ми бачимо, що основна проблема інгібіторів 

протеїнкінази JAK1 – це суттєва подібність їх хімічних каркасів, низька 

селективність та висока токсичність. Унаслідок цього виникають численні 

побічні ефекти, що впливають майже на всі системи органів людини 

(дихальна, травна, імунна, кровоносна, лімфатична, опорно-рухова). 

Незважаючи на це, ефективність більшості цих ліків є доволі високою та вже 

були досягнуті певні успіхи у лікуванні деяких аутоімунних та запальних 

захворювань. Також варто зазначити перспективи використання інгібіторів 

янус-кіназ для лікування COVID-19 [92]. 
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Пошук нових інгібіторів протеїнкінази JAK1 має включати в себе 

розробку нових хімічно різноманітних та селективних препаратів з 

використанням найсучасніших методів молекулярного моделювання, такі як 

машинне навчання, нейромережі на базі графів, тощо. Також метою для 

власне нашої роботи я бачу підвищення хімічної різноманітності структур 

інгібіторів. Пошук таких молекул варто починати з віртуального скринінгу 

аби виявити нові патерни будови лігандів. 

1.2. Методи молекулярного моделювання 

1.2.1. Методи RIDE з APF та USRCAT 

Просторова структура хімічних об’єктів є фундаментальною 

молекулярною властивістю. Зважаючи на те, що компліментарність форм 

ліганду і сайту зв’язування рецептора є необхідною умовою для взаємодії 

малої молекули з білком. RIDE з APF та USRCAT відносяться до методів 

розпізнавання молекулярної форми, що дозволяють встановлювати подібність 

молекул між собою беручи до уваги просторову структуру сполук [93].  

Метод RIDE з APF був розроблений в 2008 році компанією MolSoft 

[94]. Суть методу APF полягає у відображенні атомних властивостей у кожній 

точці простору. Поле атомних властивостей є концепцією, що опирається на 

ідею 3D-точкових фармакофорів, але представлення у вигляді дискретних 

точок замінюються на представлення у вигляді розподілу властивостей. Поле 

атомних властивостей формувалося виходячи із семи компонентів: донори 

водневих зв’язків, акцептори водневих зв’язків, sp2-гібридизовані атоми, 

заряджені ділянки, ліпофільність, електронегативність/електропозитивність 

та розмір (Рисунок 1.8).  
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Рисунок 1.8. — Компоненти APF [95]. 

Алгоритм RIDE дозволяє аналізувати бібліотеку сполук та знаходити 

молекули, ізостеричні щодо запиту. Метод інтегрований у програмне 

забезпечення MolSoft ICM-Pro. Особливістю підходу RIDE з APF є 

можливість регулювання просторових фармакофорів. 

У незалежному дослідженні 2008 року було показано, що метод APF є 

одним з найточніших підходів для аналізу лігандів під час процедури 

віртуального скринінгу у порівнянні з іншими академічними та 

комерційними ресурсами [94].  

USRCAT (Ultrafast Shape Recognition with CREDO Atom Types) – це 

метод розпізнавання молекулярної форми на основі моментів USR, що був 

покращений шляхом використання CREDO атомних типів. CREDO – це база 

даних, де міститься інформація про міжатомні взаємодії між лігандами та 

макромолекулами з Protein Data Bank [96]. Включення цієї бази даних в 

алгоритм дозволяє аналізувати та знаходити молекули схожі до еталонних 

лігандів для певного типу рецепторів.  

У підході USRCAT форма молекули описується через вектор 

геометричних дескрипторів, які кодуються на основі міжатомних відстаней. 

Встановлюючи додаткові розширення, можна збільшувати кількість 
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дескрипторів (наприклад, MACCS для додавання структурних властивостей 

[97], ElectroShape для кодування електростатики та ліпофільності [98,99], 

дескриптори оптичної ізомерії [100]). На відміну від методу USR, USRCAT 

враховує не лише просторову будову, але і додаткову фармакофорну 

інформацію [101]. 

1.2.2.  Молекулярний докінг 

Молекулярний докінг – це рецепторно-орієнтований підхід 

комп’ютерного дизайну лікарських засобів. Метою даного методу є 

прогнозування тривимірної взаємодії малої молекули із сайтом зв’язування 

білка-рецептора. Початок застосування докінгового підходу припадає на 

1980-ті роки. Швидкий розвиток комп’ютерних методів раціональної 

розробки ліків обумовлений зростанням обчислювальних потужностей та 

легкістю доступу до баз даних білкових структур та малих молекул. 

Молекулярний докінг включає у себе три підходи: ліганд-білковий, 

білок-білковий та білок-нуклеїновий докінг. Найпоширенішим є ліганд-

білковий докінг, хоча останнім часом також набуває популярність білок-

білковий. Нині доступно багато програм, за допомогою яких можна провести 

різні типи докінгу, наприклад, FlexX [102], GOLD [103], AutoDock4 [104], 

Glide [105] та Molsoft ICM-Pro [106].  

Поширеними є дві форми докінгу: гнучкий та жорсткий. Жорсткий 

докінг полягає у тому, що молекула рецептора і ліганду представляються як 

конформаційно жорсткі структури. Стикування відбувається методом 

перебору можливих тривимірних структур білка та інгібітора з пошуком 

найкращого збігу [107]. Головною перевагою даного методу є висока 

ефективність з погляду необхідних комп’ютерних потужностей, що дозволяє 

проводити скринінг великих бібліотек. Однак результати стикування можуть 

бути неточним через конформаційні зміни білка при зв’язуванні з лігандом. 

Гнучкий докінг розглядає молекулу білка як конформаційно гнучку та 

найкраще стикування знаходиться шляхом підгонки конформації білка та 

ліганду [108]. Суттєвою перевагою методу гнучкого стикування є 
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враховування динамічної природи молекул рецепторів та лігандів, що 

дозволяє підвищити точність результатів. Однак такий підхід потребує 

більше обчислювальних ресурсів та правильний підбір скорингових функцій. 

У класичному алгоритмі молекулярного докінгу можна виділити 

наступні етапи (Рисунок 1.9): 

• Вибір тривимірних структур лігандів та білка-рецептора. 

• Підготовка структур лігандів та рецепторів відповідно до вимог 

програмного забезпечення. 

• Стикування ліганду з білковою молекулою. 

• Аналіз результатів та обчислення значень скорингової функції. 

Успішність стикування зазвичай оцінюється за допомогою 

середньоквадратичного відхилення позицій атомів (RMSD). 

 
Рисунок 1.9. — Схема алгоритму класичного молекулярного докінгу 

[109]. 
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1.2.3. Процедура молекулярного докінгу з використанням 

програмного пакету Molsoft ICM-Pro 

Molsoft ICM-Pro є набором інструментів для аналізу білкових 

структур, молекулярного моделювання та віртуального скринінгу [110]. Пакет 

надає прямий доступ до бібліотек білкових послідовностей, таких як Protein 

Data Bank, ChEMBL та інші. Програмне забезпечення дозволяє проводити 

аналіз та вирівнювання послідовностей, прогнозувати сайти зв’язування 

рецепторів, досліджувати та конструювати ліганди, обчислювати площі 

контакту, передбачати вплив мутацій, проводити докінг та PROTAC 

моделювання. Пакет включає у себе інструменти ICM-Bio, ICM-REBEL, ICM 

3D та ICM Pocket Finder. 

ICM-Pro надає чималий список функцій для ліганд-білкового та білок-

білкового докінгу. Програма проводить гнучке стикування малих молекул 

ліганду з білком та надає доступ до внутрішніх методів, таких як 

багаторазове стикування рецепторів (4D-докінг). 

У програмі ICM зв’язувальна кишеня описується за допомогою п’яти 

потенціалів: Ван-дер-ваальсовий потенціал для атома водню, Ван-дер-

ваальсовий потенціал для важких атомів, електростатичний потенціал, 

гідрофобні взаємодії та потенціал, що відображає спрямованість водневих 

зв’язків.  

ICM-Pro використовує метод Монте-Карло при формуванні 

конформаційної вибірки. Він полягає у тому, що спочатку програма генерує 

різні позиції ліганду за участі обертових, трансляційних та конформаційних 

змін. Потім відбувається перевірка отриманої конформації за енергетичними 

критеріями відбору. Перевагою підходу Монте-Карло над іншими методами є 

те, що цей алгоритм дозволяє молекулі долати енергетичні бар’єри на 

потенційній поверхні [111]. 

Скорингова функція ICM базується на різниці ентропій зв’язаного та 

незв’язаного станів ліганду, енергії внутрішнього силового поля, водневих 

зв’язках, різниці енергій сольватації, електростатичних зв’язках, гідрофобних 
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взаємодіях та десольватації [112]. Чим нижчий показник функції оцінки, тим 

вища вірогідність зв’язування ліганду з рецептором.  

ICM Docking визнали одним з найкращих інструментів для стикування 

лігандів та білків ряд компаній та інститутів, серед них Astra Zeneca, 

Дослідницький інститут Скріппса та Wyeth. Їхня думка підкріплена рядом 

досліджень [106,113–117]. 
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Розділ 2. Дані та методи 

2.1. Дані.  

Бібліотека скринінгових сполук для проведення експерименту була 

надана компанією Єнамін (https://enamine.net/). Її розмір складав близько 3 

мільйонів молекул. Отримані дані були оброблені за допомогою набору 

інструментів ChemAxon Chemical Structure Representation Toolkit 

(https://chemaxon.com/chemical-structure-representation-toolkit). Для 

стандартизації молекул із наданої бібліотеки було проведено наступні 

операції: 

• Видалення ізотопів 

• Видалення стереоізомерів 

• Деароматизація 

• Канонізація SMILES 

• Видалення солей 

• Нейтралізація атомів (окрім азоту) 

• Генерація таутомерів 

2.2. Методи розпізнавання молекулярної форми RIDE та USRCAT. 

Для пошуку молекул, які можуть зв’язуватися у рецепторній кишені 

протеїнкінази JAK1, були використані методи, що базуються на розпізнаванні 

тривимірної форми молекул. Це дозволяє зосередитися на дослідженні 

просторових особливостей сполук, які тісно пов’язані із фармакологічною 

активністю та аффінністю до білків. Такий прийом забезпечує впевненість у 

тому, що вибрані молекули можуть зв’язуватися з рецептором та діяти як 

інгібітори.  

Одним із таких методів є підхід на основі атомних полів властивостей 

– APF RIDE (Atomic Property Field Rapid Isostere Discovery Engine), що був 

розроблений компанією MolSoft [94,118]. За допомогою цього інструменту 

здійснювався пошук складних конформерів, що мали подібні розподіли 

атомних властивостей та схожі просторові структури, тобто були 

https://enamine.net/
https://chemaxon.com/chemical-structure-representation-toolkit
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ізостеричними до запиту. Для створення досліджуваної вибірки ми обмежили 

значення подібності до 0.3.  

Іншим методом, що був використаний у дослідженні, є підхід USRCAT 

(Ultrafast Shape Recognition with CREDO Atom Types) [101,119]. Його 

перевагою є швидкість при обробці великих баз молекул, за рахунок 

відсутності процесу вирівнювання, що і стало одним із вирішальних факторів 

при виборі інструменту. Метод був реалізований за допомогою мови 

програмування Python (https://www.python.org/ ) та бібліотеки функцій RDKit 

(https://www.rdkit.org/). При відборі кандидатів для подальшого 

молекулярного докінгу ми обмежили показник USRCAT значенням 0,3 аби 

відсіяти неактивні сполуки.  

У результаті аналізу отриманих показників було сформовано 

бібліотеку з 1231 потенційних лігандів для протеїнкінази JAK1. Така 

кількість забезпечує достатню різноманітність скафолдів та дозволяє 

проводити подальші комп’ютерні розрахунки за наявних обчислювальних 

потужностей.  

2.3. Молекулярний докінг. 

Із Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) було взято дві кристалічні 

структури рецептора: комплекс JAK1 протеїнкіназного домену з N-[3-(2-

метокси-5-хлор-феніл)-1-метил-1Н-піразол-4-іл]-2-метил-2Н-піразоло[4,3-

с]піридин-7-карбоксамідом і гліцерином (PDB ID 6N7A [120]; роздільна 

здатність 1,33 Å) та комплекс JAK1 протеїнкіназного домену з N-[5-(3-

метоксинафтален-2-іл)-1H-піразол-4-іл]піразоло[1,5-a]піримідин-3-

карбоксамідом і гліцерином (PDB ID 6N7С [120]; роздільна здатність 1,69 Å). 

Їх просторові структури є загальнодоступною інформацією.  

Файли було експортовано до програмного середовища Molsoft ICM-

Pro 3.9-2 (https://www.molsoft.com) та перетворено на об’єкт ICM. Із вище 

зазначених білкових комплексів було видалено молекули гліцерину та води, а 

також проведено додаткову оптимізацію атомів водню та деяких 

амінокислотних залишків (таких як, гістидин, пролін, аспаргін, глутамін та 

https://www.rcsb.org/
https://www.molsoft.com/
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цистеїн). Наступним кроком молекули рецептора та ліганду були розділені на 

окремі об’єкти ICM. Координати атомів ліганду були видалені із 3D-

представлення білка.  

Кристалічні структури рецептора 6N7А та 6N7С були накладенні за 

допомогою внутрішнього ітераційного алгоритму накладення, що наявний у 

програмному пакеті Molsoft ICM-Pro. Як шаблон для накладання було обрано 

структуру із найкращою роздільною здатністю згідно з даними бази Protein 

Data Bank. Далі із використанням інструментів пакету програмного 

забезпечення Molsoft ICM-Pro 3.9-2 було створено стек із вищезгаданих 

конформерів.  

Набір малих молекул для докінгу містив 1231 фрагмент. Молекули 

лігандів пройшли обробку та були підготовлені для подальшого процесу 

молекулярного докінгу за допомогою інструментів програми Molsoft ICM-Pro 

3.9-2. 

Параметри, за якими проводився відбір та обробка списку лігандів для 

молекулярного докінгу, описані в таблиці 2.1. 

Таблиця 2.1. — Значення параметрів при відборі та обробці лігандів 

для докінгу за допомогою програми Molsoft ICM-Pro 3.9-2. 

Параметр  Опис параметра Значення 

i_maxHdonors Максимальна кількість донорів водневих 

зв’язків, яку може мати ліганд аби брати 

участь у подальшій стиковці. 

5 

i_maxLigSize Максимально допустимий розмір ліганду. 

Розраховується як 15*(кількість важких 

атомів у молекулі) 

500 

i_minLigSize Мінімальний розмір ліганду. 100 

i_maxNO Максимальна кількість акцепторів чи 

донорів водневого зв’язку (атоми Нітрогену 

чи Оксигену).  

10 
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i_maxTorsion Максимальна кількість гнучких торсіонів. 10 

i_ringFlexLevel Режим, що визначає гнучкість ароматичних 

кілець. Може приймати значення: 1 – 

гнучкість кільця враховується лише на етапі 

попередньої вибірки, 2 – гнучкість кільця 

враховується протягом усієї симуляції. 

2 

l_buildHydrogens Додавання воднів до ліганду. yes 

l_internalHB Враховування внутрішньо молекулярних 

водневих зв’язків у ліганді. 
yes 

r_maxLogP Максимальне можливе значення logP 

ліганду. 
5 

r_minLogP Мінімальне можливе значення logP ліганду. 0 

r_pH Показник pH, що використовується при 

прогнозуванні logP. 
7 

Наступним кроком стало визначення сайту зв'язування протеїнкінази 

шляхом обмеження місця навколо наявного ліганду (похідного карбоксаміду) 

на відстань 5Å у будь-якому напрямку. Мапа рецептора була сформована для 

всіх обраних конформацій білка, вона була багатовимірною та окрім трьох 

декартових координат, містила ще четверту – індекс конформації.  

Для стикування був обраний метод 4D молекулярного докінгу, аби 

точніше симулювати гнучкість зв’язувальної кишені рецептора за рахунок 

використання ансамблю конформерів. Такий підхід дозволяє успішно 

стикувати якомога більше різноманітних лігандів, що збільшує хімічне 

розмаїття інгібіторів. Суть методу 4D-докінгу полягає у здатності проводити 

стикування із усіма конформаціями зі стеку за одну ітерацію. Досягти таке 

можна завдяки створенню специфічної мапи рецепторів - 4D-сітки. У 

порівнянні зі звичайним гнучким докінгом, який проводить незалежні 

стикування для кожної окремої структури, 4D-докінг значно заощаджує час 

та обчислювальні ресурси, працюючи одразу із ансамблем конформерів [121].  
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Значення параметрів, за якими проводився молекулярний докінг у 

даній роботі, зазначені у таблиці 2.2.  

Таблиця 2.2. — Значення змінних при проведенні процедури 4D 

молекулярного докінгу, які зазначені у файлі параметрів програми Molsoft 

ICM-Pro 3.9-2. 

Параметр  Опис параметра Значення 

r_dockScanVersion Версія докінгового протоколу 4.6 

r_boxDim Розмір поля, що використовується для 

визначення регіону зв’язування для 

подальшого створення карт рецептора. 

-4.557 

-36.001 

9.24878 

17.636 

-5.87571 

35.2771 

i_mnconf Максимальна кількість конформацій у 

конформаційному стеку. 
50 

i_dbSize Кількість молекул лігандів, що бере 

участь у молекулярному докінгу. 
1231 

r_ligInitPosition Координати, що визначають початкову 

позицію ліганду при молекулярному 

докінгу.  

4.45062 

-23.3022 

21.8373 

1 

0 

0 

0 

1 

0 

i_mnhighEnergy Максимальна кількість пробних 

конформацій, що мають енергії вище за 

енергію конформаційного стеку. Не 

9999 
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змінює конформаційний стек. 

i_mnreject Максимальна кількість послідовних 

відхилень пробних конформацій. 
10 

r_GRID_maxVw Обмеження енергії відштовхування Ван 

дер ваальса. 
4 ккал/моль 

r_mcStep Розмір кроку в алгоритмі Монте-Карло. 180˚ 

r_mfScoreThreshold Порогове значення потенціалу середньої 

сили. 
999 

Процедура стикування лігандів та рецептора була проведена за 

допомогою інструмента MolSoft Biased Probability Monte Carlo (алгоритм 

зміщеної ймовірності Монте-Карло), що призначений для генерування 

конформерів. Цей метод полягає у випадковому виборі підпростору та 

послідовному «крокуванню» до іншої позиції при врахуванні ймовірності 

розподілу. Кожен крок супроводжується процедурою локальної мінімізації 

торсійного кута. Разом із процесом мінімізації відбувається перемикання 

ліганду на наступну конформацію рецептора у стеку. Найкращі структури 

стикування із лігандом були збережені у хітлісті результатів разом із 

прогнозованими показниками зв'язування. 

Для аналізу та оцінки комплексів ліганду із рецептором 

використовувалась емпірична вбудована скорингова функція ICM-VLS. Вона 

поєднує у собі електростатичні параметри, Ван дер ваальсову енергію, 

значення втрати конформаційної ентропії, інформацію про водневий зв'язок 

та зміну енергії сольватації [122]. Ця функція дозволяє ранжувати отримані 

результати докінгу за обрахованим показником стикування. 

Візуальний аналіз результатів стикування рецептора з лігандами 

проводився за допомогою інструментів та програмних пакетів Molsoft ICM-

Pro 3.9-2, PyMOL (https://pymol.org/2/) та Discovery Studio Visualizer 4.5 

(https://discover.3ds.com).   

https://pymol.org/2/
https://discover.3ds.com/
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Розділ 3. Аналіз результатів 

3.1 . Молекулярне моделювання 

При формуванні бібліотеки лігандів ми використовували два методи 

розпізнавання молекулярної форми. До колекції скринінгових молекул 

компанії Enamine Ltd. по черзі застосували методи 3D-розпізнавання 

USRCAT та APF RIDE. У якості шаблонних молекул для порівняння були 

використані активні ліганди протеїнкінази JAK1 (Таблиця 3.1). У результаті 

ми відібрали сполуки, що вірогідно можуть бути інгібіторами цільової 

протеїнкінази. Застосовуючи алгоритм USRCAT було обрано 487 лігандів, чиї 

значення подібності були у межах 0,34 - 0,64. Метод APF RIDE дозволив 

виділити ще 744 молекули. Отриману вибірку з 1231 сполук ми використали 

у подальшому 4D-молекулярному докінгу.  

Таблиця 3.1 — Сполуки, що були використані як шаблон під час 

аналізу методами APF RIDE та USRCAT. 
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Молекулярний докінг було проведено за допомогою програмного 

забезпечення Molsoft ICM-Pro 3.9-2. Мішенню дослідження стала 

протеїнкіназа JAK1, структури якої були взяті з Protein Data Bank (PDB 

ідентифікатор: 6N7A та 6N7C). Початкова позиція ліганду мала координати: 

[4.45062, -23.3022, 21.8373]. Процедура стикування лігандів та рецептора 

була проведена за допомогою алгоритму зміщеної ймовірності Монте-Карло.  

Процес побудови моделі детально описано у розділі 2. Розроблену 

модель для докінгу було валідовано на наборі сполук з відомою активністю 

щодо протеїнкінази JAK1 та декоями у співвідношенні 1:100 (40:3999). Декої 

були згенеровані сайтом https://dude.docking.org/. Для оцінки ефективності 

моделі було побудовано ROC криву (Рисунок 3.1) та обраховано показник 

AUC, який становив 98.4, що є гарним результатом. Можна зробити 

висновок, що розроблена нами модель для докінгу в ансамбль структур 

протеїнкінази JAK1 здатна досить точно відрізняти активні ліганди від 

неактивних. 



43 
 

 
Рисунок 3.1. — ROC крива для розробленої у даній роботі моделі 

докінгу. 

Відбір лігандів здійснювався шляхом аналізу розрахованих значень 

скорингових функцій та візуалізації взаємодій сполуки із АТФ-зв’язувальним 

сайтом протеїнкінази JAK1. Графік розподілу молекул за ICM VLS Score,  та 

основними фізично-хімічними параметрами зображено на Рисунку 3.2А-Е. 

Значення оціночної функції було обмежено, аби відсіяти сполуки, що не 

мають взаємодій із білком. Далі ми аналізували лише молекули зі ICM VLS 

Score меншим за -25.  
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Рисунок 3.2. —Графіки розподілу докованих молекул за значеннями 

скорингової функції ICM VLS Score та основними фізико-хімічними 

параметрами (А - ICM VLS Score; Б – молярна маса; В – кількість зв’язків, 
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що здатні обертатися; Г – кількість атомів донорів водневого зв’язку; Д - 

кількість атомів акцепторів водневого зв’язку; Е – ліпофільність) 

При розгляді результатів стикування молекули та білка ми опиралися 

на фармакофорну модель Тракслера, що описує традиційні властивості та 

взаємодії АТФ-конкурентних інгібіторів [123]. (Рисунок 3.3) 

 
Рисунок 3.3. — Фармакофорна модель Тракслера для інгібітора, що 

взаємодіє із АТФ-зв’язувальним сайтом [124]. 

Згідно з описаною моделлю, АТФ-зв’язувальний сайт містить 

гідрофобну «аденінову кишеню», де за рахунок водневих зв’язків може 

відбуватися зв’язування із ароматичною системою ліганду, такою як 

хіназолін, індол, пурин, піримідин, тощо. Більшість докінгованих нами 

сполук відповідали цьому опису і мали такий фрагмент, що зв’язувався із 

залишками Phe958, Leu959 або Pro960. Окрім цього активний центр 

протеїнкінази містить ще дві гідрофобні області, одна з них розміщується у 

задній частині білка і може використовуватися для зв’язування з 

гідрофобними замісниками, інша ділянка часто зайнята молекулами 
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розчинника, але також може бути націлена на полярні чи неполярні 

гідрофобні групи. Сполуки KL015, KL021 утворили водневі зв'язки з Lys908 

у першій гідрофобній області. Також ми відслідковували ще й інші взаємодії, 

наприклад зв’язки гідрофобних замісників з «рибозною кишенею», а також 

розміщення гідрофільних фрагментів у щілині для зв'язування фосфату АТФ. 

Останні присутні у сполуках KL005, KL013, KL019, KL020, KL023 та KL030, 

які утворюють водневі зв’язки з Arg1007. Молекули KL001, KL004 та KL006 

мають взаємодії із Ser963, а KL019, KL020 та KL021 – із Gly887. Розміщення 

лігандів KL007, KL024, KL033 та KL034 у рецепторній кишені протеїнкінази 

JAK1 та ключові амінокислотні залишки, що беруть участь у взаємодіях, 

зображені на Рисунку 3.4.А-Г 

  

  
Рисунок 3.4. — Візуалізація розміщення лігандів у сайті зв’язування 

протеїнкінази JAK1 (PDB ідентифікатор: 6N7А (фіолетовим) та 6N7С 

А Б
 

В Г
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(блакитним) ). А – сполука KL007; Б – сполука KL024; В – сполука KL033; Г 

– сполука KL034. Зеленим кольором помічені водневі зв’язки, які 

утворюються між малою молекулою та протеїнкіназою. Зображення створені 

за допомогою програми Molsoft ICM-Pro 3.9-2. 

Після детального розгляду та аналізу результатів проведеного 4D 

молекулярного докінгу було обрано 35 сполук для подальшого біохімічного 

тестування. (Таблиця 3.2) 

Таблиця 3.2. — Характеристики та значення скорингових функцій 35 

молекул, обраних для подальших біохімічних досліджень. (ICM VLS Score – 

значення скорингової функції ICM VLS Score; Hbond – це енергія водневого 

зв’язку; Hphob –гідрофобна енергія; VwInt — енергія взаємодії Ван-дер-

Ваальса; Eintl — внутрішня енергія конформації ліганду; mfScore — 

потенціал середньої оцінки сили; RTCNNscore - оцінка нейронної мережі) 

ID 
ICM VLS 

Score 
Hbond Hphob VwInt Eintl mfScore 

RTCNN

score 

KL001 -38,1 -9,717 -6,146 -26,4 2,512 -95,2046 -34,0334 

KL002 -30,2 -5,985 -6,16 -31,6 3,554 -100,818 -25,3269 

KL003 -33 -8,269 -7,74 -35,2 4,179 -92,7334 -40,7867 

KL004 -33 -9,363 -5,13 -23,1 1,576 -68,5189 -29,3173 

KL005 -25,3 -7,303 -7,775 -26,8 9,101 -130,551 -27,6197 

KL006 -37 -10,09 -5,619 -26,2 2,894 -96,4425 -30,8998 

KL007 -29,4 -6,958 -6,289 -28,4 2,788 -82,8654 -27,6334 

KL008 -34,4 -7,225 -7,432 -28 0 -75,5241 -28,3036 

KL009 -25,5 -7,919 -6,634 -24,7 3,046 -91,0087 -25,3399 

KL010 -28,4 -7,267 -6,604 -30 2,331 -53,0469 -21,9999 

KL011 -26,8 -9,626 -6,826 -33,7 12,88 -89,4248 -27,2897 

KL012 -25,4 -5,023 -5,921 -29,6 2,838 -102,268 -36,1406 

KL013 -26,3 -7,631 -6,737 -28,2 6,128 -84,4202 -28,5288 

KL014 -28,6 -6,352 -6,17 -29 2,198 -112,263 -22,2919 
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KL015 -32,7 -6,268 -8,06 -34,8 4,166 -76,2653 -33,9796 

KL016 -29,5 -6,288 -6,202 -25,8 3,414 -66,8658 -24,8315 

KL017 -26,7 -5,767 -7,853 -27,9 1,55 -79,2388 -28,6351 

KL018 -27,1 -3,019 -7,594 -35,1 3,31 -132,132 -29,8604 

KL019 -33,8 -10,68 -7,33 -31,1 3,794 -88,3198 -27,5274 

KL020 -33,7 -6,419 -6,491 -30,9 1,653 -123,313 -31,8561 

KL021 -25,9 -6,909 -6,177 -29,4 5,676 -116,442 -26,4467 

KL022 -28,6 -7,889 -5,634 -29,1 1,529 -61,3849 -24,3574 

KL023 -27,5 -6,677 -6,242 -25,3 4,45 -113,568 -26,7946 

KL024 -28,1 -5,543 -5,276 -26,9 6,324 -54,5016 -17,5228 

KL025 -26,5 -4,789 -6,258 -38,2 5,407 -114,174 -32,9302 

KL026 -30,1 -7,162 -7,073 -35,2 2,838 -64,9789 -25,3641 

KL027 -30,9 -5,278 -6,569 -30,1 3,115 -80,9884 -26,9071 

KL028 -29,5 -6,447 -5,552 -26,4 1,773 -63,0047 -23,7974 

KL029 -30 -7,395 -6,879 -29,3 4,479 -72,8643 -29,9735 

KL030 -27,1 -7,559 -5,19 -30,2 9,973 -83,1078 -24,7507 

KL031 -25,1 -4,568 -8,162 -29,6 1,931 -104,574 -22,9559 

KL032 -29,5 -5,406 -4,696 -25,8 0,855 -49,6331 -20,5963 

KL033 -26,3 -5,966 -4,287 -24,8 0,353 -74,7438 -26,2246 

KL034 -30,8 -5,384 -6,025 -27,2 2,057 -96,2596 -32,7042 

KL035 -29,5 -6,631 -6,81 -33,6 5,684 -69,6185 -28,8821 

3.2. Біохімічне тестування in vitro 

Наступним етапом нашого дослідження стало вимірювання 

інгібувальної активності (ІС50) для вибраних у результаті молекулярного 

докінгу 35 сполук. Біохімічний експеримент був виконаний спеціалістами 

компанії Bienta (https://bienta.net/). Спочатку був проведений попередній 

скринінг при концентрації інгібітора 20 мкМ.  

Умови проведення скринінгу були наступні: 
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• Буфер:  40 мM Tris-HCl (7.5), 20мM MgCl2, 0.1 мг/мл BSA, 50 мкM

DTT.

• JAK1: 27.8 нM.

IRS-1: 110 мкM (0.2 мкг/мкл).

• ATP: 47 мкM.

• 1% DMSO

• Референсна сполука (Барицитиніб): 2.6 нM

• Концентрація інгібітору (35 сполук) 20 мкM

• Реакційний об’єм: 5 мкл (2.5 мкл JAK1 + 2.5 мкл суміш субстратів)

• Інкубація зі сполуками: 15 хв при 25°C

• Інкубація протеїнкіназної реакції: 60 хв при 25°C

• Інкубація з ADP-Glo: 40 хв при 25° C

• Інкубація з детектувальним реагентом: 30 хв при 25°C

Дослідження проводилися за використанням зчитувача BMG 

PHERAstar FSX та плати Greiner Bio-One # 784075. 

Активність протеїнкінази JAK1 із 35 інгібіторами представлена на 

Рисунку 3.5. Проаналізувавши отримані дані, ми відібрали хіти, що 

зменшували активність протеїнкінази понад 30%. Ними стали молекули 

KL001 та KL003. 
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Рисунок 3.5.— Активність протеїнкінази JAK1 при взаємодії із вибіркою 

докованих молекул інгібіторів. Зеленим помічені сполуки, які інгібували 

протеїнкіназу понад 30%. 

Для двох обраних сполук були виміряні значення IC50 при взаємодії із 

протеїнкіназами JAK1 і JAK2 та були побудовані графіки «доза-ефект». Із 

графіків, що представлені на Рисунку 3.6А-Б, видно, що обидві сполуки 

проявили інгібувальні властивості щодо протеїнкіназ JAK1 та JAK2.  

Рисунок 3.6. — Графіки «доза-ефект» інгібіторів по відношенню до 

протеїнкіназ JAK1 і JAK2. А – інгібітор KL001 та Б – інгібітор KL003. 
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Знайдені сполуки не виявили селективності до протеїнкінази JAK1, що 

пов’язано із сильною подібністю сайтів зв’язування JAK1 та JAK2 (Рисунок 

3.7). Відмінності між структурами двох протеїнкіназ полягають у 

наступному: 

• наявність Tyr961 у JAK2 на місці Ser961 у JAK1

• наявність Tyr958 у JAK2 на місці Phe958 у JAK1

• наявність Asp966 у JAK2 на місці Glu966 у JAK1

• наявність Glu854 у JAK2 на місці Asp880 у JAK1

• наявність Glu853 у JAK2 на місці Arg879 у JAK1

Рисунок 3.7. — Порівняння будови сайтів зв’язування протеїнкіназ JAK1 

(PDB_ID 6N7A ) та JAK2 (PDB_ID 8BPV). А — порівняння просторової 

будови (фіолетовим – 6N7A, блакитним - 8BPV). 

Аналізуючи ці відмінності ми дійшли висновку, що структура АТФ 

зв’язувальної кишені дуже схожа, можна навіть сказати ідентична, тому 

молекулярний докінг є не найкращим методом для знаходження селективних 

інгібіторів протеїнкінази JAK1 чи JAK2. 
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Оцінюючи отримані результати, ми отримали ефективність проведеного нами 

молекулярного докінгу 6% (із 35 сполук було знайдено 2 інгібітора). 
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ВИСНОВКИ 

Було проведено ретельний аналіз відомих інгібіторів тирозин-

специфічної протеїнкінази JAK1, виділено основні класи та проведений 

ліганд орієнтований віртуальний скринінг, на основі аналізу 3D поверхні а 

форми відомих сполук колекції низькомолекулярних сполук НВП Єнамін та 

виділено 1231 сполук для подальшого дослідження методом молекулярного 

докінгу. 

Було проведено аналіз просторової структури тирозинової 

протеїнкінази JAK1 та встановлено значну лабільність амінокислотного 

залишку Glu966, що може бути важливим для розпізнавання більш широкого 

спектру хімічних сполук потенційних інгібіторів даної протеїнкінази. 

Побудовано та валідовано модель для докінгу в ансамбль структур 

протеїнкінази JAK1. Модель показала високу здатність до розпізнавання 

інгібіторів протеїнкінази JAK1, AUC становив 98.4. 

За допомогою молекулярного докінгу було вибрано 35 сполук для 

подальшого біохімічного тестування. З 35 сполук 2 проявило інгібувальні 

властивості щодо протеїнкінази JAK1. Значення IC50 становили 41,3 та 30,1 

мкМ. 

Відібрані сполуки проявили також інгібувальні властивості щодо 

протеїнкінази JAK2, що свідчить про не специфічний характер інгібування 

розробленими сполуками протеїнкіназ родини Janus kinase (JAK).  
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