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Резюме. В работе был изучен механизм активации белка RORγt и осуществлен дизайн соот-

ветствующего низкомолекулярного ингибитора, потенциально применимого в патогенетической 

терапии соответствующих заболеваний.  
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Resume. In the course of the work, was carried out the procedure for activating the RORγt protein 

and the design of an appropriate low-molecular inhibitor, which can be potentially used in the pathogenetic 

therapy of the corresponding diseases.  
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Актуальность. RORγt (retinoid-related orphan receptor gamma t) – это транскрип-

ционный фактор, который играет важную роль в дифференцировке и функциониро-

вании Th17-клеток. Th17-клетки являются одним из подтипов Т-лимфоцитов, кото-

рые вырабатывают ряд провоспалительных цитокинов, включая интерлейкин-17 (IL-

17) [1, 2]. При хронических инфекционно-воспалительных и некоторых аутоимунных 

заболеваний наблюдаются гиперсекреция IL-17, который активирует процессы остео-

кластогенеза из макрофагов/моноцитов крови, что приводит к последующей деструк-

ции костной ткани [3]. Данный механизм имеет особое значение в патогенезе перио-

донтита, остеомиелита и остеопороза [4]. Таким образом, RORγt можно рассматри-

вать в качестве перспективной лекарственной мишени для низкомолекулярных инги-

биторов в патогенетической терапии ряда заболеваний. 

Цель: поиск и дизайн нового потенциального ингибитора RORγt на основе про-

изводных индазола. 

Задачи: 

1. Определить механизм физиологической активации RORγt эндогенными со-

единениями для выявления сайта связания ингибитора и образования необходимых 

связей. 

2. Провести молекулярный докинг производных индазола. 

3. Модифицировать наиболее активный по результатам стыковки лиганд с це-

лью повышения его аффинности и оптимизации его фармакокинетических парамет-

ров. 
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Материалы и методы. Трехмерная структура белка-мишени была получена в 

базе данных PDB (идентификатор: 6J3N). В качестве лигандов использовались соеди-

нения из базы данных PubChem, содержащие в своей структуре фрагмент индазола, 

предварительно отфильтрованные в соответствии с правилом Липинского и по значе-

нию полярной площади (более 160Å ²). Проведение докинга молекул осуществлялось 

с использованием веб-сервиса DockingServer [5]. Исходя из данных, полученных при 

кристаллографии, для стыковки был использован аллостерический карман, содержа-

щий остатки Ala497 и Phe498, связывание с которыми определяет ингибирующий эф-

фект обратного агониста. Рассчет фармокинетических параметров лиганда был про-

веден с использованием веб-сервиса SwissADME. 

RORγt является ядерным рецептором, эндогенными агонистами которого явля-

ются производные холестерола и полиненасыщенных жирных кислот, связывающи-

еся с ним в ортостерическом кармане [6]. В отношении механизма ингибирования 

RORγt применяют понятие “agonist lock”, т. е. имеет сходство с действием замка. При 

связывании агонистов в лиганд-связывающем домене (ортостерический центр) воз-

никает водородная связь, образованная между остатками His479 и Tyr502, которая 

фиксирует H12-спираль в правильном положении, способствуя рекрутированию ко-

активатора и последующей активации транскрипции. Дополнительно, Phe506 помо-

гает стабилизировать замок за счет π-стэкинга с His479 (рис. 1) [6, 7] 

 

 
Рис. 1 – Механизм образования замка при связывании с агонистом 

 

На основании экспериментальных данных при рентгеноструктурном анализе 

установлено, что связывание некоторых лигандов в аллостерическом кармане вынуж-

дает H12 смещаться, что резко увеличивает расстояние между His479 и Tyr502, тем 

самым нарушая рекрутинг коактиватора. При этом данная группа соединений обра-

зует водородную связь с остатками Ala497 и/или Phe498. Анализ фармакодинамиче-

ской кривой позволяет отнести указанные вещества к обратным агонистам RORγt, что 

обуславливает их ингибирующий эффект (граф. 1) [8, 9, 10]. 
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Граф. 1 – Кривая доза-эффект при взаимодействии RORγt с агонистом (холестерол)  

и обратными агонистами 

 

В образовании аллостерического кармана принимает участие 36 аминокислот-

ных остатков, характерной особенностью является его достаточно высокая гидрофоб-

ность (рис. 2) [1]. 

 

 
Рис. 2 – Аминокислотные остатки, участвующие в образовании аллостерического  

сайта связывания (выделены желтым) 

 

Поиск лигандов осуществлялся с использованием базы данных PubChem по 

ключевому слову “indazole”. Полученные соединения были отфильтрованы согласно 

правилу Липинского: 1) не более 5 доноров водородной связи, 2) не более 10 акцеп-

торов водородной связи, 3) молекулярная масса менее 500 дальтон,                            4) 

коэффициент распределения октанол-вода (log P) не превышает 5, и значению поляр-

ной площади – более 160Å². Таким образом, в ходе исследования был осуществлен 

докинг 310 соединий, являющихся производными индазола. Стыковка осуществля-

лась с использованием веб-сервиса DockingServer: 1) ячейка для стыковки имела раз-

мер 25Å*25Å*25Å, 2) для оценки эффективности взаимодействия лиганда с рецепто-

ром в качестве стандарта для сравнения использовались результаты стыковки RORγt 

и MRL-871 (-7,10 ккал/моль, Ki=4,67 мкМ), ингибирующая активность которого в ка-

честве обратного агониста была доказана экспериментально.  

Результаты и их обсуждение. По результатам докинга наибольшей аффинно-

стью обладал лиганд SR-01000070282 – -7,60 ккал/моль (рис. 3).  
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Рис. 3 – Химическая структура лиганда SR-01000070282 (PubChem CID: 4848802) 

 

Последующая модификация указанного соединения позволила увеличить аф-

финность до -8,3 ккал/моль (Ki=3,99 μМ). Международный химический идентифика-

тор для данного соеднинения – InChIKey=VYSQDIANAXJXBJ-UHFFFAOYSA-N 

(рис. 4).  

 

 
Рис. 4 – Химическая структура модифицированного лиганда 

 

Взаимодействие полученного соединения с рецептором осуществляется по-

средством 2 гидрофобных карманов (Lys503, Pro500, Pro499, Ala321, His479, Cys320 

и Arg319), π-π стэкинга (His322), а также водородных связей – Glu318 (N4/CE1 2,59Å), 

His322 (O1/N 2,97Å), Phe498 (N5/O 2,54Å), Tyr502 (N7/OH 2,87Å), Ala497 (N2/O 

2,03Å) (рис. 5).  

 

 
Рис. 5 – Взаимодействие потенциального ингибитора с аминокислотными остатками  

аллостерического кармана белка-мишени RORγt 

 

С использованиием веб-сервиса SwissADME были определены следующие па-

раметры кинетики: 1) липофильность – XLogP3=3,68; 2) растворимость по Ali – уме-
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ренная (logS=-5,97); 3) возможна пассивная диффузия соединения в желудочно-ки-

шечном тракте;   4) не проходит через гемато-энцефалический барьер и, вероятно, не 

оказывает центральное действие; 5) является ингибитором CYP3A4; 6) оценка биоак-

тивности по Abbott=55%. 

Выводы: 

1. На основании проведенного исследования, можно ожидать высокую фарма-

кологическую активность производных индазола в качестве обратных агонистов 

RORγt. 

2. Полученное в ходе модификации соединение обладает повышенным срод-

ством к указанному рецептору и приемлемыми фармококинетическими свойствами. 

Исходя из этого, его можно рассматривать в качестве потенциального перспектив-

ного ингибитора дифференцировки Th17-клеток для патогенетической терапии свя-

занных с ними заболеваний. 
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