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Рационально сконструированные низкомолекулярные химические соединения широко применяются для
исследования молекулярных механизмов активации сигнальных путей. Активация внешнего пути апо-
птоза через рецепторы CD95/Fas или TRAIL-R1/2 инициируется образованием сигнального комплекса,
индуцирующего гибель (DISC). Активация прокаспазы-8 в комплексе DISC является центральным собы-
тием, запускающим внешний путь апоптоза. Активация прокаспазы-8 происходит при ее димеризации в
филаментах, образованныx эффекторными доменами смерти (DED) данного белка. Образование DED
филаментов происходит в составе комплекса DISC. В связи с этим, направленное воздействие на фила-
менты DED может позволить как выявить тонкие молекулярные механизмы активации комплекса DISC,
так и осуществлять фармакологическое воздействие на внешний путь апоптоза. В настоящей работе мы
разработали ряд низкомолекулярных химических соединений, с помощью скрининга in silico для направ-
ленного воздействия на прокаспазу-8 в составе филаментов DED. Далее мы осуществлили эксперимен-
тальную проверку активности данных соединений и отобрали соедиения, обладающие наибольшей эф-
фективностью. Представленная работа описывает разработку новых химических соединений, которые
предназначены для направленного воздействия на прокаспазу-8 и внешний путь апоптоза.
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Апоптоз – это программа клеточной гибели, не-
обходимая для функционирования всех многокле-
точных организмов. Апоптотический сигнал может
быть вызван множеством факторов, включая акти-
вацию рецепторов смерти (DR) (Krammer et al.,
2007). Апоптотический сигнальный каскад DR или
внешний путь апоптоза запускается активацией соот-
ветствующих DR, таких как CD95/Fas или TRAIL-R1/2
(DR4/DR5). Связывание комплиментарного лиган-
да смерти (DL) приводит к образованию сигнально-
го комплекса, индуцирующего смерть (DISC) (Muz-
io et al., 1996; Sprick et al., 2000; Lavrik, Krammer,
2012). Комплекс DISC состоит из DR, а также белков
FADD, прокаспаз-8, -10 и c-FLIP. Этот комплекс

служит центральной платформой для активации
прокаспазы-8, которая инициирует последующий
апоптотический ответ (Sprick et al., 2002; Hughes et al.,
2009). Образование комплекса DISC основано на
строго определенных взаимодействиях между доме-
нами смерти (DD) и эффекторными доменами смер-
ти (DED) его основных компонентов (Wilson et al.,
2009). Более того, недавно было показано, что про-
каспаза-8 образует в комплексе DISC филаменты
DED посредством взаимодействий между ее DED
доменами. Филаменты DED служат платформой для
димеризации и последующей активации прокаспа-
зы-8 (Dickens et al., 2012; Schleich et al., 2012; Fu et al.,
2016).

Сообщалось, что в комплексе DISC присутству-
ют две изоформы прокаспазы-8: прокаспаза-8a и -8b
(p55 и p53 соответственно) (Medema et al., 1997). Обе
изоформы содержат в их N-концевом продомене два
домена DED – DED1 и DED2, за которыми следуют
каталитические домены p18 и p10 (рис. 1а). Анализ,
выполненный с помощью криоэлектронной микро-

Принятые сокращения: Casp8in – ингибиторы каспазы-8; DD –
домен смерти (death domain), DED – эффекторный домен
смерти (death effector domain); DISC – сигнальный комплекс,
индуцирующий смерть (death-inducing signaling complex); DL –
лиганд смерти (death ligand); DR – рецептор смерти (death re-
ceptor); HeLa-CD95 – клетки HeLa, сверхэкспрессирующие
CD95; Jurkat-C8-KO – клетки Jurkat, лишенные (с нокаутом)
каспазы-8; SP – стандартная точность; XP – сверхточность.
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скопии показал, что DED прокаспазы-8 собираются
в упорядоченные структуры, которые были названы
филаментами DED (Fu et al., 2016). Филамент DED
формируется за счет трех типов взаимодействия
между DED, которые классифицируются как тип I,
II и III (Fu et al., 2016; Hillert et al., 2020a, 2020b).
Структура DED доменов естественным образом
приводит к образованию филаментов. В частности,
каждый DED включает шесть интерфейсов – Ia/b,
IIa/b и IIIa/b, – которые обладают способностью
связываться друг с другом (Fu et al., 2016; Seyrek et al.,
2020). Взаимодействия типа I опосредованы взаимо-
действиями интерфейсов Ia и Ib между соседними
DED, которые в значительной степени опосредова-
ны высококонсервативными остатками мотива
“FL” (Phe/Leu) (Dickens et al., 2012). Взаимодействия
типа I необходимы для сборки так называемых ли-
нейных цепей DED, которые, в свою очередь, пред-
ставляют собой субструктуру филамента DED. При-
мечательно, что линейные цепи прокаспазы-8 сначала
были предложены как платформа для димеризации и
последующей активации прокаспазы-8 в комплексе
DISC, но, как выяснилось позже, цепи DED являются

лишь субструктурой филамента DED (Dickens et al.,
2012; Schleich et al., 2012; Fu et al., 2016).

В процессе димеризации, который происходит в
составе филамента DED, прокаспаза-8a/b претерпе-
вает конформационные изменения, приводящие к
образованию активного центра и активации этого
зимогена (Hughes et al., 2009; Dickens et al., 2012). За-
тем следует расщепление прокаспазы-8a/b по остат-
кам Asp374/Asp359, что приводит к образованию
продуктов расщепления p43/p41 и p12, которые да-
лее подвергаются автокаталитическому процессингу
посредством протеолиза по остаткам Asp384 и
Asp210/216; это, в свою очередь, приводит к образова-
нию активного гетеротетрамера каспазы-8 р102/р182
(Lavrik et al., 2003; Golks et al., 2006; Hoffmann et al.,
2009). Кроме того, было показано, что параллельно с
процессингом по остаткам Asp374/Asp359 небольшое
количество прокаспазы-8a/b также расщепляется по
Asp216, что приводит к образованию продукта рас-
щепления p30, который включает С-концевую часть
прокаспазы-8a/b (Hoffmann et al., 2009). Однако
роль образования протеолитического фрагмента p30
еще предстоит выяснить.

Рис. 1. Потенциальный сайт связывания малых молекул в продомене прокаспазы-8. а – Основные изоформы и доменная ор-
ганизация прокаспазы-8. б – In silico модель положения связывания низкомолекулярного химического соединения (зеленый
цвет) с сайтом прокаспазы-8 (PDB: ID 4ZBW), локализованным между DED1 и DED2. Домен DED1 показан темно-синим
цветом, DED2 – голубым. Молекулярная поверхность предполагаемого сайта связывания показана коричневым цветом. в –
Структура филамента DED прокаспазы-8 (PDB: ID 5L08); одна из субъединиц прокаспазы-8 филамента DED окрашена, а
предполагаемый сайт связывания показан в виде молекулярной поверхности светло-коричневого цвета.
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Фармакологическое адресное воздействие на
DED-домены прокаспазы-8 может позволить более
детально понять молекулярные механизмы актива-
ции внешнего пути апоптоза и разработать новые те-
рапевтические подходы для лечения заболеваний,
молекулярный механизм которых затрагивает нару-
шение данного сигнального пути (Bucur et al., 2015;
Hillert et al., 2020). Наличие недавно расшифрован-
ной пространственной структуры филаментов DED
(Yu et al., 2009; Wang et al., 2010; Fu et al., 2016) делает
возможным осуществление виртуального скрининга
низкомолекулярных химических соединений, спе-
цифически взаимодействующих с данным молеку-
лярным комплексом.

Настоящая работа посвящена компьютерному
дизайну группы низкомолекулярных химических
соединений Casp8ins (ингибиторы каспазы-8), пред-
назначенных для ингибирования сборки филамен-
тов DED за счет адресного взаимодействия с DED-
доменами прокаспазы-8, и дальнейшей экспери-
ментальной проверки их активности. Эксперимен-
тальную проверку способности полученных малых
химических соединений ингибировать индукцию
внешнего пути апоптоза проводили в культуре кле-
ток при комбинированном действии соединений с
DL. Полученные результаты показывают возмож-
ность создания с помощью структурно-ориентиро-
ванного дизайна малых химических соединений, ад-
ресно воздействующих на прокаспазу-8 в составе
филаментов DED, и представляют первоначальный
анализ соединений этого типа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Виртуальный скрининг. Молекулярный докинг и

виртуальный скрининг проводили с использовани-
ем программы Glide пакета Schrödinger Small Mole-
cule Drug Discovery Suite 2015-1 (Schrödinger, Inc)
(Friesner et al., 2004, 2006; Halgren et al., 2004). Моле-
кулярный докинг осуществляли в режимах стан-
дартной точности (SP) и экстраточности (XP) с ис-
пользованием пространственной структуры продо-
мена прокаспазы-8, включающей DED1 и DED2
(Shen et al., 2015; PDB ID: 4ZBW). Перед проведени-
ем виртуального скрининга структура белка под-
верглась подготовительной обработке с использова-
нием модуля “Protein preparation wizard” пакета
Schrödinger Suite 2015-1 (Irwin, et al., 2012; Sterling et al.,
2015). В расчетах применяли силовое поле
OPLS_2005. Виртуальный скрининг выполняли с
использованием библиотеки лидер-подобных ком-
мерчески доступных соединений ZINC12, которая
содержала структуры более 3.6 млн коммерчески до-
ступных малых молекул (Irwin et al., 2012). Первый
этап виртуального скрининга осуществляли в режи-
ме стандартной точности (оценочная функция SP
Score). На данном этапе было отобрано около
100 тыс. соединений с лучшими значениями оце-
ночной функции SP Score программы Glide. Второй

этап виртуального скрининга проводили в режиме
экстраточности с использованием оценочной функ-
ции XP Score. В результате этого этапа было отобра-
но 5000 соединений с лучшими значениями оценоч-
ной функции. На третьем этапе полученные соеди-
нения подвергали дальнейшему анализу – так
называемой визуальной инспекции положения свя-
зывания лиганда с рецептором – для выбора соеди-
нений с учетом их структурных и физико-химиче-
ских особенностей. Соединения, отобранные в ре-
зультате применения всех трех шагов виртуального
скрининга приведены на рис. 1а.

Клеточные линии. В работе использовали клеточ-
ную линию карциномы шейки матки человека He-
La, стабильно сверхэкспрессирующую CD95 (клет-
ки HeLa-CD95) (Neumann et al., 2010). Клетки куль-
тивировали в среде DMEM/HAM F-12 (Merck
Millipore, Германия), содержащей 10% термоинак-
тивированной фетальной телячьей сыворотки, 1%
смеси пенициллина со стрептомицином (1 : 1) и
0.0001% пуромицина в атмосфере 5% СО2.

Кроме того, использовали клетки линий Jurkat
282 (ACC 282) Т-лейкоза человека и Jurkat, дефицит-
ные по каспазе-8 (Jurkat-C8-KO) (Juo et al., 1998).
Клетки культивировали в среде RPMI 1640 (Thermo
Fisher Scientific Inc., США), содержащей 10% фе-
тальной сыворотки теленка, инактивированной на-
греванием, и 1% смеси пенициллина и стрептоми-
цина (1 : 1) в атмосфере 5% CO2.

Клеточные линии были получены из коллекции
клеточных линий г. Брауншвейга (Германия).

Количественная оценка жизнеспособности клеток с
помощью анализа количества АТФ в клетках. В 96-лу-
ночные планшеты высевали 1.2 × 104 клеток HeLa-
CD95 на 1 лунку за 1 сут до стимуляции, или 2 × 104 кле-
ток Jurkat 282 или Jurkat-C8-KO на 1 лунку в день
эксперимента. За 2 ч до стимуляции DL добавляли
ингибиторы каспазы-8 и панкаспазный ингибитор
zVAD-fmk (50 мкМ). В каждую лунку добавляли по
50 мкл раствора CellTiter-Glo. Измерения проводили
в соответствии с инструкциями производителя
(CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay, Prome-
ga, Германия). Интенсивность люминесценции ана-
лизировали с помощью микропланшетного ридера
Infinite M200pro (Tecan, Швейцария). Измеренное
количество АТФ необработанных клеток принима-
ли за одну относительную единицу (отн. ед.). Каждое
измерение выполняли как минимум дважды.

Статистический анализ. Для выполнения Т-тестов
(парных, параметрических, двусторонних) использо-
вали программное обеспечение Graphpad Prism 8, для
апостериорных тестов Даннета – ANOVA. Различия
считали достоверными при: **p < 0.005 и *р < 0.05; нд –
недостоверно.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Виртуальный скрининг малых химических соедине-
ний, адресно-связывающихся с каспазой-8 (Casp8in).
Известно, что N-концевой продомен прокаспазы-8
содержит два DED домена (DED1 и DED2) (рис. 1а).
Мы предположили, что связывание низкомолеку-
лярного химического соединения в районе линкер-
ного участка между DED1 и DED2 доменами может
нарушать правильную сборку филаментов DED и,
как следствие, ингибировать активацию каспазы-8.
Для проверки этой гипотезы было проведено ком-
плексное компьютерно-экспериментальное иссле-
дование, включающее виртуальный скрининг малых
химических соединений (Casp8inB–Casp8inG), спо-
собных адресно связываться с предполагаемым сай-
том, расположенным в полости между DED1 и
DED2 прокаспазы-8 (рис. 1б, в; рис. 2), и экспери-
ментальное тестирование их биологической актив-
ности in vitro (рис. 3).

Детальный анализ пространственной структуры
продомена прокаспазы-8, включающей DED1 и
DED2 (Shen et al., 2015; PDB ID: 4ZBW), показал на-

личие потенциальной полости, подходящей для свя-
зывания малых химических соединений в области
между DED1 и DED2 (рис. 2). В результате виртуаль-
ного скрининга с использованием данного потенци-
ального сайта связывания было отобрано шесть луч-
ших соединений, которые мы назвали ингибитора-
ми каспазы-8 (Casp8in).

Проверка активности соединений группы Casp8in с
помощью CD95L-/TRAIL-опосредованного воздей-
ствия на клетки. Предполагаемый нами механизм
биологической активности малых химических со-
единений Casp8in состоял в блокировании актива-
ции каспазы-8 в составе филаментов DED. Как ожи-
дается, данная активность должна приводить к ин-
гибированию DL-индуцированного апоптоза и
восстановлению жизнеспособности клеток, обрабо-
танных препаратом Casp8in в комбинации с DL. Те-
стирование малых молекул проводили с учетом за-
висимости от времени действия и дозы соединения.

На первом этапе экспериментального исследова-
ния соединений Casp8in оценивали специфичность
их влияния на жизнеспособность клеток, что пред-

Рис. 2. Виртуальный скрининг библиотеки ZINC c использованием сайта, расположенного на линкере между доменами
DED1 и DED2 прокаспазы-8. а – Схема виртуального скрининга, б – лиганды, выбранные для экспериментальной проверки.
Обозначены идентификаторы ZINC и взаимодействующие остатки. Прокаспаза-8 DED1 показана темно-синим цветом,
DED2 – светло-синим, а малая молекула – зеленым.
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ставляет собой один из необходимых тестов при ана-
лизе свойств соединений, полученных с помощью
скрининга in silico. Для этого, в частности, оценива-
ли жизнеспособность клеток Т-лейкемии Jurkat 282
при совместной обработке соединениями Casp8in и
CD95L, а также Casp8in и TRAIL по сравнению с об-
работкой только CD95L и TRAIL (рис. 4, 5а, б).
Оценка жизнеспособности клеток основывалась на
измерении содержания клеточного АТФ с использо-
ванием тест-системы CellTiter-Glo (широко приме-
няемый тест для определения жизнеспособности
клеток). В качестве положительного контроля для
проверки эффектов предполагаемых ингибиторов
каспазы-8 мы использовали известный панкаспаз-
ный ингибитор zVAD-fmk в концентрации 50 мкМ.

В результате проведенных исследований было об-
наружено, что стимуляция CD95L и TRAIL приво-
дила к потере жизнеспособности клеток Jurkat 282.
При этом оказалось, что 4 из шести тестируемых со-
единений (Casp8inB, Casp8inC, Casp8inD и Casp8inF)
не оказывали сильного влияния на индуцированную
DL потерю жизнеспособности клеток Jurkat 282
(рис. 4). Однако два соединения, Casp8inE и
Casp8inG, продемонстрировали небольшую тенден-
цию к ингибированию TRAIL-индуцированной по-
тери жизнеспособности клеток (рис. 5а, б). Более то-
го, Casp8inE также уменьшал потерю жизнеспособ-
ности клеток после обработки CD95L (рис. 5а). На
основании этих результатов соединения Casp8inE и
Casp8inG были отобраны для проведения дальней-
ших экспериментальных исследований их свойств.

Для исключения неспецифического действия ис-
следуемого соединения обычно в качестве контроля
используется клеточная линия с делецией гена-ми-
шени. Поскольку предполагаемыми мишенями дей-
ствия изучаемых нами соединений является каспа-
за-8, то в качестве контроля были выбраны клетки
Jurkat-C8-KO, в которых отсутствует каспаза-8. Из-
вестно, что в силу данной особенности эти клетки
являются нечувствительными к CD95L- и TRAIL-
опосредованной индукции апоптоза (Juo et al., 1998;
Sprick et al., 2002). Результаты исследований по вли-
янию Casp8inE и Casp8inG на CD95L- или TRAIL-
индуцированную потерю жизнеспособности клеток
Jurkat-C8-KO показаны на рис. 5в, г. Как видно из
рисунка, обработка клеток Jurkat-C8-KO соедине-

нием Casp8inE, как в случае применения только от-
дельно взятым соединением, так и в комбинации с
DL, не оказало заметного влияния на их жизнеспо-
собность. Этот результат свидетельствует об отсут-
ствии неспецифических эффектов при действии
Casp8inE.

Несколько иная картина наблюдалась при обра-
ботке клеток соединением Casp8inG. Применение
данного соединения при высоких концентрациях
(25 мкМ и выше) приводила к потере жизнеспособ-
ности клеток независимым от DL образом (рис. 5г).
Цитотоксические эффекты Casp8inG при его высо-
ких концентрациях также наблюдали на клетках Jur-
kat 282 (рис. 5в). Из полученных результатов следует,
что Casp8inG оказывает цитотоксическое действие
при высоких концентрациях в обоих тестируемых
типах клеток Jurkat.

Для исключения эффектов, специфичных только
к одному анализируемому типу клеток, мы дополни-
тельно провели изучение свойств Casp8inE и
Casp8inG с использованием клеток HeLa-CD95
(клетки HeLa, сверхэкспрессирующие CD95). Ре-
зультаты по измерению эффекта Casp8inE и
Casp8inG на CD95L- или TRAIL-индуцированную
потерю жизнеспособности клеток HeLa-CD95 пока-
заны на рис. 5д, е. Известно, что эта клеточная линия
чувствительна к CD95L- и TRAIL-индуцированно-
му апоптозу, а также есть данные по эффективному
формированию в клетках комплекса DISC (Neu-
mann et al., 2010; Hillert et al., 2020a, 2020b). Клетки
HeLa-CD95 обрабатывали Casp8inE и Casp8inG до-
зозависимым образом, как отдельно взятыми соеди-
нениями, так и совместно с DL (рис. 5д, е). Подобно
клеткам Jurkat 282, стимуляция DL приводила к по-
тере жизнеспособности клеток HeLa-CD95. Однако
в отличие от клеток Jurkat 282, не было обнаружено
существенных различий в индуцированной DL по-
тере жизнеспособности клеток при ко-стимуляции
Casp8inG и Casp8inE. Интересно заметить, что со-
единение Casp8inG не проявляло цитотоксического
действия на клетки HeLa-CD95 в том же диапазоне
концентраций, что и на клетках Jurkat, что указывает
на специфический цитотоксический эффект этого
соединения на клетки Jurkat.

Рис. 3. Полученные низкомолекулярные химические соединений. Показана структура и указаны используемое название и
идентификационный номер (ID) по базе данных ZINC.
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Рис. 4. Анализ жизнеспособности клеток Jurkat 282 при совместной обработке DL и ингибиторами каспазы-8 (Casp8in/DL).
а, б – Клетки предварительно обрабатывали Casp8in B, C, D или F в течение 2 ч. После этого клетки обрабатывали CD95L
или TRAIL в течение 6 ч (а) или 22 ч (б). в, г – Клетки предварительно обработаны Casp8inE (в) или Casp8inG (г) в течение
2 ч; по горизонтали – концентрация Casp8in. После этого клетки обрабатывали CD95L или TRAIL в течение 6 ч. Жизнеспо-
собность клеток измеряли с использованием анализа жизнеспособности клеток Cell Titer-Glo-Luminescent (НС – нестиму-
лированные клетки). Показаны средние значения и их стандартные отклонения; n = 3 (а, б, в) или n = 2 (г). Для статистиче-
ского анализа использовали Т-тесты. Различия достоверны при *р < 0.05; нд – недостоверно. Соединения Casp8in растворяли
в ДМСО, который в максимальной концентрации использовали как отрицательный контроль; zVAD-fmk в концентрации 50
мкМ использовали как положительный контроль (то же относится к рис. 5).

В совокупности наши данные убедительно указы-
вают на то, что два соединения – Casp8inG и
Casp8inE – способны модулировать индуцирован-
ную DL потерю жизнеспособности клеток и поэтому
их можно рассматривать как основу для дальнейше-
го развития ингибиторов, адресно действующих на
каспазу-8, в будущих исследованиях.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы провели компьютерно-

экспериментальный поиск малых молекул Casp8in
(ингибиторов каспазы-8), способных модулировать
индукцию внешнего пути апоптоза. В результате
применения компьютерных методов виртуального
скрининга было предложено 6 малых химических
соединений, потенциально способных связываться
с продоменом прокаспазы-8 в области контакта двух
доменов DED1 и DED2. В качестве механизма дей-
ствия соединений Casp8in предполагалось, что их
связывание в заданном сайте будет препятствовать
сборке филаментов DED, что, в свою очередь, может
привести к снижению активности каспазы-8 в ком-
плексе DISC и ингибированию последующей акти-
вации эффекторных каспаз и индукции апоптоза.

Экспериментальное исследование активности
соединений Casp8in было выполнено с использова-
нием тестов по оценки их влияния на жизнеспособ-
ность клеток при одиночной и комбинированной
обработке совместно с DL. На данном этапе крайне
важно определить, обладают ли выбранные соедине-
ния цитотоксическими эффектами, которые могут
проявиться при использовании широкого диапазона
концентраций этих соединений. Кроме того, для
анализа малых молекул необходима проверка с ис-
пользованием нескольких клеточных линий, в том
числе ввиду различной степени экспрессии целевых
белков в клетках разных типов (Fricker et al., 2010).
Причем ключевым этапом данной проверки являет-
ся использование генетических нокаутов и фарма-
кологических ингибиторов, позволяющих прове-
рять специфичность эффектов анализируемых со-
единений. В связи с этим, в настоящей работе мы
использовали клетки Jurkat-C8-KO, которые явля-
ются устоявшейся моделью для тестирования роли
каспазы-8 в передаче сигналов, и панкаспазный ин-
гибитор zVAD-fmk в качестве положительного кон-
троля для оценки результатов ингибирования каспа-
зы-8. Использование нокаутных клеточных линий
позволяет выявить возможные нецелевые эффекты

и охарактеризовать диапазон цитотоксичности ис-
следуемого соединения.

Проведенные нами экспериментальные исследо-
вания соединений Casp8in показали, что два из них
(Casp8inG и Casp8inE) обладали заметной способно-
стью увеличивать жизнеспособность клеток при
DL-индуцированном апоптозе. Следует отметить,
что Casp8inE не обладало цитотоксичностью на
культуре клеток Jurkat-C8-KO, что подтверждает
специфичность его действия на целевую мишень. В
то же время, Casp8inG проявлял цитотоксический
эффект при концентрациях выше 25 мкМ, что необ-
ходимо учитывать при оценки результатов тестиро-
вания его биологической активности.

Полученные результаты по активности соединений,
созданных исключительно на основе компьютерного
дизайна, внушают большой оптимизм по реализации
выбранной стратегии создания ингибиторов индукции
внешнего пути апоптоза, механизм действия которых
основан на ингибировании формирования DED фила-
ментов. Соединения Casp8inG и Casp8inE могут соста-
вить основу для дизайна улучшенных вариантов инги-
биторов с использованием итерационного подхода,
включающего последовательные шаги по оптимизации
их химической структуры на основе компьютерного
предсказания модификаций и экспериментальной
оценки биологического эффекта.

В отличие от основных регуляторов внутреннего
пути апоптоза, для которых специфические низко-
молекулярные ингибиторы уже успешно разработа-
ны и в настоящее время проходят клинические ис-
пытания, внешний путь только начинает изучаться
(Bucur et al., 2015; Roberts et al., 2016; Hillert et al.,
2020a). Создание соединений, нацеленных на внеш-
ний путь апоптоза, до сих пор требует решения полно-
го комплекса задач, включая поиск валидных мише-
ней, дизайн малых химических соединений, действую-
щих адресно на выбранную мишень, эффективные
схемы экспериментальной проверки их биологиче-
ской активности. Результаты исследования, пред-
ставленные в настоящей работе, описывают одну из
возможных стратегий по компьютерному дизайну и
экспериментальному тестированию активности по-
тенциальных ингибиторов внешнего пути апоптоза.
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Development of Small Molecules Targeting Procaspase-8 at the DISC
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Pharmacological targeting via small molecule-based chemical probes has recently acquired attention as a valuable
tool to dissect molecular mechanisms. Induction of extrinsic apoptosis via CD95/Fas and TRAIL-R1/2 is initiated
by the formation of the Death-Inducing Signaling Complex (DISC). Procaspase-8 activation at the DISC is a cen-
tral event triggering extrinsic apoptosis. Procaspase-8 activation takes place at the death effector domain (DED) fil-
aments that are formed at the DISC. Hence, targeting the DED filaments is essential to gain insight into DISC con-
trol and pharmacological targeting of extrinsic apoptosis. In this study we developed the group of chemical probes
that were designed in silico to target procaspase-8 at the DED filaments. This was followed by their experimental val-
idation via cell viability assays and selection of the most effective compounds. Taken together, our study describes a
development of new chemical compounds that are constructed to target procaspase-8 and extrinsic apoptosis.

Keywords: procaspase-8, small molecules, DED, DISC, apoptosis, caspase activation, DR


