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РЕфЕРАТ На основании анализа кристаллической структуры транскрипционного фактора DLX5 человека 
из исходной библиотеки, содержащей 106 химических соединений, методом молекулярного докинга выбраны 
малые молекулы – потенциальные лиганды DLX5. Тестирование 14 соединений in vitro показало, что наилуч-
шей способностью ингибировать пролиферацию лимфомных клеток мыши, экспрессирующих Dlx5, обладает 
соединение Q12, действие которого сопровождалось снижением экспрессии протоонкогена c-myc. Соединение 
Q12 проявило низкую токсичность на нормальных клетках эпителия яичника человека и на лимфомных 
клетках мыши, не экспрессирующих Dlx5. Это соединение может использоваться для дальнейшей химиче-
ской оптимизации и разработки высокоэффективных противоопухолевых препаратов. 
КЛюЧЕВыЕ СЛОВА DLX5, транскрипционный фактор, малые молекулы, онкологические заболевания, мо-
лекулярный докинг. 
СПИСОК СОКРАщЕНИй миРНК – малые интерферирующие РНК; ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция 
после обратной транскрипции; DLX5/Dlx5 – транскрипционный фактор человека/мыши, кодируемый ге-
ном DLX5/Dlx5 (Distall less homeobox gene 5); Kd – константа связывания (аффинности); NSCLC (non-small 
cell lung cancer) – немелкоклеточный рак легкого. 

ВВЕдЕНИЕ
В современной клинической практике для борьбы 
с онкологическими заболеваниями используется 
широкий набор лекарственных средств [1–3]. Одна-
ко даже при использовании всех доступных препа-
ратов доля больных, отвечающих на терапию, очень 
невелика. Это свидетельствует о необходимости 
разработки новых эффективных адресных методов 
лечения онкологических заболеваний, основанных 
на глубоком понимании механизмов опухолевого ро-
ста. 

Недавние исследования показали, что транскрип-
ционный фактор DLX5 обладает онкогенной актив-
ностью. Сверхэкспрессия гена DLX5 в клетках мле-
копитающих стимулирует клеточную пролиферацию 
[4] и наблюдается в клетках карциномы эндометрия, 
а также немелкоклеточного (nScLc) и мелкоклеточ-
ного рака легкого [5, 6]. Подавление экспрессии DLX5 
с помощью миРНК в раковых клетках мыши и че-
ловека приводит к остановке их деления [4, 7]. Но-
вые данные говорят о прямом влиянии DLX5 на экс-
прессию протоонкогена c-myc [8]. Все это позволяет 
рассматривать DLX5 как перспективную мишень, 

для которой могут быть найдены специфические ли-
ганды со свойствами ингибиторов онкогенеза. 

Проблему поиска лигандов того или иного белка 
часто пытаются решать с помощью так называемо-
го высокопроизводительного скрининга [9–13]. Такой 
скрининг проводят на культуре клеток или на модели 
in vitro, используя ранее подготовленную библиотеку 
химических соединений. Логистика и стоимость иссле-
дований, необходимых для экспериментальной про-
верки сколько-нибудь значимого количества молекул, 
во многих случаях запредельно высоки. В силу этих 
причин в настоящей работе нами использован ранее 
разработанный алгоритм поиска ингибиторов новых 
белковых мишеней, основанный на анализе кристал-
лической структуры белка-мишени [14]. В основе ал-
горитма лежит молекулярный докинг химических 
соединений на известную трехмерную модель белка-
мишени, определяющий вероятное положение хи-
мического соединения в лигандсвязывающем центре 
белка, а расчет молекулярной динамики применяется 
для уточнения энергии связывания лучших соедине-
ний. Как показывают наши и многие другие исследо-
вания [14–19], именно такой многоуровневый подход 
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эффективен и позволяет значительно сократить ко-
личество проводимых экспериментов. В нашем случае 
он позволил найти несколько лигандов транскрипци-
онного фактора DLX5, перспективных для терапии 
онкологических заболеваний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Подготовка лигандов и молекулярный докинг
Для оптимизации времени вычислительного скринин-
га библиотека компании enAMIne, состоящая из 106 
соединений, была кластеризована с использованием 
содержащегося в пакете программ QuAntuM алго-
ритма Джарвиса–Патрика [20, 21] с ускорением [22], 
Мерой схожести молекул выбрана так называемая 
метрика Танимото, рассчитанная с помощью Daylight 
фингерпринтов молекул [23]. Параметры кластери-
зации выбирали таким образом, чтобы каждый кла-
стер состоял в среднем из примерно 10 родственных 
структур, а общее количество некластеризованных 
молекул не превышало 20% от исходного количества 
соединений. Соединения, представляющие собой цен-
тройды кластеров, были выбраны для дальнейшего 
скрининга. Для увеличения скорости молекулярного 
докинга из всей библиотеки центройдов отобрали мо-
лекулы с наименьшей молекулярной массой. Все вы-
бранные соединения были извлечены из поставляе-
мых enAMIne sdf-файлов и обработаны в пакетном 
режиме. Дополнительного обогащения библиотеки 
молекулами, активными в отношении онкомишеней, 
или другими способами не проводили. Типизацию 
белка, лигандов и скрининг in silico осуществляли 
с помощью соответствующих инструментов из паке-
та QuAntuM. 

Программа предсказывает константы связыва-
ния (аффинности, Kd

) малых молекул с белком-
мишенью с точностью около одного порядка путем 
оценки их межмолекулярных взаимодействий, 
используя точные модели атомных сил в водном 
окружении [14, 24–26]. При расчетах использова-
ли иерархию физических моделей молекулярных 
взаимодействий. Для первоначального нахождения 
положения лиганда в активном центре белка и оцен-
ки энергии связывания белок-лигандного комплекса 
производили докинг лиганда на жесткую структу-
ру белка, а затем результаты уточняли на модели 
гибкого белка. Для оценки потенциальной энергии 
взаимодействия применяли модифицированную мо-
дель меж- и внутримолекулярных взаимодействий 
AMBer/GAFF [27]. Свободную энергию оценивали 
с помощью линейной модели взаимодействия [28]. 
Водное окружение моделировали с использовани-
ем модифицированной обобщенной модели Борна 
[25]. Алгоритм описан ранее в статье [14], где при-

менялся для поиска ингибиторов белок-белковых 
взаимодействий.

Молекулярный докинг молекул из исходной би-
блиотеки соединений производили на жесткую струк-
туру белка DLX5 2DJn, взятую из базы Protein Data 
Bank (PDB) [29]. Выделенная для молекулярного до-
кинга область на трехмерной структуре имела размер 
2 х 2 х 2 нм. Лиганды с наилучшими предсказанными 
энергиями связывания были пересчитаны в модели 
с полностью подвижным белком [14, 15]. Чтобы убе-
диться, что обнаруженные молекулы не были описаны 
ранее, проверяли, не представлены ли эти соединения 
и/или их аналоги в базах данных и не упомянуты ли 
они в обзорах, посвященных известным ингибиторам. 

Клеточные культуры
В работе использовали линию 42 t-клеточной лим-
фомы Akt2-трансгенных мышей (42-936, 42-577 и 42-
588) и линию 72 (wtl36), охарактеризованные ранее 
[30]. Клетки культивировали на среде Iscove’s MDM, 
содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС). Остальные клеточные линии культивировали 
в среде rPMI с 10% ЭТС. Все клеточные культуры со-
держали при 370С в атмосфере 5% cO

2
. Потенциаль-

ные ингибиторы DLX5 (Dlx5) в концентрации 10 мкМ 
добавляли в среду, содержащую 105 опухолевых 
клеток, с последующей инкубацией в течение 96 ч 
при 370С. Пролиферацию клеток оценивали с помо-
щью набора celltiter 96 Aqueous One Solution Assay 
(«Promega») в соответствии с протоколом производи-
теля. Каждый опыт повторяли не менее 3 раз.

Выделение РНК и ОТ-ПЦР в реальном времени
РНК выделяли из клеток линии 42 t-клеточной 
лимфомы мыши после инкубации с веществом Q12 
и DMSO в течение 96 ч с использованием набора 
rnAqueous® Kit в соответствии с протоколом про-
изводителя. ОТ-ПЦР в реальном времени (не менее 
трех повторов) проводили в специальной службе 
Фокс-Чейзовского онкологического центра. Пробы 
для оценки экспрессии генов c-myc, Dlx5 и Tbp син-
тезированы фирмой «Applied Biosystems».

 
РЕзУЛьТАТы И ОБСУЖдЕНИЕ
Для поиска новых молекул-лигандов DLX5 исполь-
зовали программный комплекс QuAntuM, основан-
ный на анализе кристаллической структуры белка [14, 
24–26]. Этот подход позволяет не только идентифи-
цировать молекулы, потенциально связывающиеся 
с данным белком, но и минимизировать количество 
ложноположительных результатов, когда молеку-
лы с предсказанной in silico высокой энергией свя-
зывания не проявляют функциональной активности 
в эксперименте. Поиск был затруднен отсутствием 
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предварительной информации о связывании извест-
ных соединений с белком DLX5, поэтому исследова-
ния проводили «вслепую». Лучшие молекулы и все 
их структурные аналоги из исходной библиотеки 
enAMIne были отсортированы по величине пред-
сказанной энергии связывания. По результатам мо-
лекулярного докинга отобрали 100 лигандов, из них 14 
с наилучшей предсказанной энергией связывания бел-
ка DLX5 были заказаны и синтезированы в компании 
enAMIne, а затем проверены на культурах клеток. 
Пример молекулярного докинга с активным центром 
DLX5 одного из этих лигандов показан на рис. 1. 

В качестве модели для проверки специфической 
активности выбранных лигандов использовали клет-
ки ранее охарактеризованной линии 42 Т-клеточной 
лимфомы Akt2-трансгенных мышей [4, 30]. Эти клет-
ки несут клональную хромосомную перестройку – ин-
версию хромосомы 6, которая приводит к транслока-
ции гена Dlx5 в область, находящуюся под контролем 
t-клеточного энхансера, и к сверхэкспрессии белка 
Dlx5. Лимфомные клетки 42-936 инкубировали с каж-
дым из 14 выбранных лигандов DLX5 и оценивали 
влияние последних на пролиферацию. Как видно 
из рис. 2А, лиганды с разной эффективностью влияют 
на пролиферацию лимфомных клеток, лучшую инги-
бирующую активность проявили соединения под номе-
рами Q8, Q12, Q9 и Q13. Возможное неспецифическое 
цитотоксическое действие отобранных соединений 

проверяли на нормальных клетках эпителия яич-
ника человека, не экспрессирующих DLX5 (рис. 2Б). 
При сравнении с контролем видно, что большинство 
молекул-лигандов, за исключением соединений Q8 
и Q13, не проявляют значительной цитотоксичности. 
Поскольку Q8 и Q13 обладают цитотоксическим эф-
фектом, их исключили из дальнейшего рассмотрения. 
Вещества Q12 и Q9 выбрали для дальнейшего изуче-
ния как наиболее перспективные.

Для исключения возможности неспецифиче-
ского влияния Q12 и Q9 на клетки лимфоидного 
ряда их действие проверяли на клетках линии 72 
Т-клеточной лимфомы Akt2-трансгенных мышей, 

Рис. 1. Молекулярный докинг одного из отобранных 
для дальнейших исследований соединений: химическая 
структура и расположение в активном сайте транс-
крипционного фактора dlx5.

Рис. 2. Экспериментальная оценка свойств 14 соеди-
нений, для которых предсказана высокая энергия 
связывания с трехмерной структурой dlx5: их эффек-
тивность, оцениваемая по влиянию на пролиферацию 
dlx5-позитивных клеток лимфомы мышей 42-936 (A), 
и цитотоксичность, определяемая по влиянию на проли-
ферацию нормальных клеток эпителия яичника челове-
ка (б). К – уровень пролиферации клеток в контроле. 
Звездочками отмечены столбцы, отражающие эффект 
наиболее перспективных соединений Q12 (*) и Q9 (**).
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не экспрессирующих Dlx5 (рис. 3). Клетки линии 72 
содержат хромосомную перестройку другого типа – 
транслокацию между хромосомами 14 и 15 (t(14:15)), 
которая приводит к повышенной экспрессии прото-
онкогена c-myc [30]. На рис. 4 приведены также ре-
зультаты влияния соединения Q12 на пролиферацию 
еще двух подтипов лимфомных клеток, экспресси-
рующих Dlx5 – 42-577 и 42-588, а также на пролифе-
рацию лимфомных клеток Jurkat и Molt16 челове-
ка, в которых не экспрессируется DLX5. Из данных, 
представленных на рис. 3 и 4, можно сделать общий 
вывод, что соединения Q9 и Q12 не влияют на проли-
ферацию клеток, не экспрессирующих Dlx5, однако 
высокоэффективно подавляют пролиферацию кле-
ток, в которых экспрессируется этот фактор. 

Известно, что транскрипционный фактор DLX5 
может прямо регулировать экспрессию протоон-
когена c-myc [8, 30]. Методом ОТ-ПЦР в реальном 
времени исследовано влияние Q12 на экспрессию 
c-myc в лимфомных клетках 42-936, экспрессиру-
ющих Dlx5. На рис. 5 представлены уровни мРНК 
c-myc относительно эндогенного контроля – мРНК 
ТАТА-связывающего белка (tbp) или мРНК Dlx5, 
а также мРНК Dlx5 относительно мРНК tbp в при-
сутствии 10 мкМ Q12 и без добавления последнего. 
Видно, что экспрессия c-myc значительно снижа-
ется под действием Q12, тогда как экспрессия Dlx5 
при этом не меняется. Эти результаты согласуются 
с представлением об ингибиторном эффекте лиганда 
Q12 на транскрипционную активность фактора Dlx5. 

Хотя эти данные нуждаются в проверке на большем 
числе клеточных линий, привлекательно уже по ре-
зультатам этой работы сделать предварительный 
вывод о специфичности связывания лигандом Q12 
транскрипционного фактора DLX5. 

Использованные в нашей работе подходы позво-
лили экспериментально выявить наиболее актив-
ные ингибиторы Dlx5 (DLX5) из числа проверенных. 
В дальнейшем планируется оптимизировать струк-
туру найденных соединений по таким параметрам, 
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Рис. 3. Селективность соединений Q9 и Q12 на клетках 
лимфомы мышей. Левая панель: влияние на проли-
ферацию dlx5-экспрессирующих лимфомных клеток 
42-936. Правая панель: влияние на пролиферацию 
лимфомных клеток wtl36, не экспрессирующих dlx5. 
Остальные обозначения как на рис. 2. 
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Рис. 4. Селективность соединения Q12 на клетках 
лимфомы человека. Слева – пролиферация dlx5-
позитивных лимфомных клеток мыши 42-577 и 42-588. 
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Jurkat и Molt16, не экспрессирующих dlx5. Остальные 
обозначения как на рис. 2.
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как повышение эффективности, уменьшение воз-
можной неспецифической токсичности и увеличение 
метаболической стабильности. Следующий этап на-
шей работы предполагает оценку активности и ток-
сичности оптимизированных соединений in vivo, 
а также прямые измерения их K

d
.

ВыВОды
С целью выяснения принципиальной возможности 
использования транскрипционного фактора DLX5 
в качестве мишени для противоопухолевых средств 
и создания лекарств, способных подавлять развитие 
некоторых типов опухолей человека (Т-лимфом, рака 
легкого и яичников), проведен поиск специфических 
лигандов фактора DLX5 на основе анализа его кри-
сталлической структуры. Показано, что более 50% 
отобранных методом молекулярного докинга соедине-
ний обладают способностью в микромолярных концен-
трациях ингибировать пролиферацию экспрессирую-
щих Dlx5 клеток мыши. При этом многие молекулы, 
выбранные на основе структуры DLX5, не влияют 
на клетки других типов, не экспрессирующие этот 
транскрипционный фактор, что служит доказатель-

ством специфичности отобранных нами химических 
соединений. Наилучшими по соотношению параме-
тров, характеризующих эффективность и отсутствие 
неспецифической цитотоксичности, оказались соеди-
нения Q12 и Q9. Наблюдаемое снижение экспрессии 
с-myc под действием Q12 свидетельствует об ингиби-
торном эффекте этого лиганда на транскрипционную 
активность фактора Dlx5. Найденные нами соедине-
ния – первые описанные низкомолекулярные лиганды 
DLX5, которые могут использоваться для последую-
щей химической оптимизации и разработки высоко-
эффективных противоопухолевых средств. 
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