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Аннотация. Онкологические заболевания остаются одной из главных причин патологической смертности в 
мире, что определяет дизайн противораковых препаратов как ключевое направление медицинской химии. 
Комбинация ингибиторов ферментов репарации ДНК с ингибиторами топоизомераз  – перспективный 
подход для усиления противоракового действия и снижения токсичности химиотерапии. Особый интерес 
представляют узкобороздочные ДНК-лиганды, способные эффективно ингибировать ДНК-зависимые 
ферменты, обладая при этом низкой токсичностью и мутагенностью. Ряд исследовательских групп, включая 
нашу, разрабатывает ингибиторы ферментов репарации ДНК, действующие одновременно на несколько 
взаимосвязанных мишеней {тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1/2 (TDP1/TDP2), поли(АДФ-рибоза)полимераза 1 
(PARP1)/TDP1, топоизомераза 1 (ТОР1)/TDP1}. Такие бифункциональные ингибиторы призваны решить проблему 
резистентности опухолевых клеток к известным химиопрепаратам и повысить эффективность последних. 
В настоящем исследовании представлены данные скрининга ингибирующей активности 22 узкобороздочных 
лигандов, взаимодействующих с ДНК,  – бис- и трисбензимидазолов  – в отношении четырех ферментов 
репарации: TDP1, TDP2, PARP1 и PARP2. Изучены четыре серии димерных соединений и их мономерных единиц. 
Показана разница в ингибирующей активности димерных бисбензимидазолов в зависимости от структуры 
соединения и фермента. Мономерные и димерные бисбензимидазолы эффективно ингибируют активность TDP1 
в микромолярном и субмикромолярном диапазоне IC50 (концентрация полумаксимального ингибирования).  
Димерные  соединения  групп DB2Pу(n)  и  DB3P(n)  проявили  более  значительную  ингибирующую  активность 
в отношении ферментативной реакции с участием TDP1 по сравнению с мономерами, входящими в их 
состав. Для всех исследованных соединений была показана низкая ингибирующая способность в отношении 
остальных трех ферментов репарации ДНК, т. е. наблюдается их специфическое воздействие именно на TDP1. 
Следует отметить, что в данной работе в экспериментах с TDP1 и TDP2 было исключено действие исследуемых 
соединений как узкобороздочных лигандов, связывающихся с ДНК, и исследовано их непосредственное 
воздействие на фермент. По результатам молекулярного докинга можно предположить возможность прямого 
взаимодействия изучаемых соединений с активным центром TDP1. Согласно результатам моделирования, 
ингибиторы располагаются в области связывания 3’-конца ДНК с активным центром TDP1 и могут образовывать 
устойчивые связи с каталитически значимыми остатками активного центра His263 и His493. Эти взаимодействия, 
вероятно, обеспечивают высокую ингибирующую активность соединений, наблюдаемую в биохимических 
экспериментах. 
Ключевые слова: тирозил-ДНК фосфодиэстераза 1 (TDP1); ингибитор TDP1; ингибирующая активность; TDP2; 
PARP1; PARP2; ДНК-лиганды; производные бисбензимидазола
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Dimeric bisbenzimidazoles as inhibitors  
of DNA repair enzymes TDP1, TDP2, PARP1 and PARP2

Введение
Для понимания механизмов поддержания генетической 
стабильности и предотвращения развития различных 
заболеваний ведутся активные исследования ферментов 
репарации ДНК. Нарушения в работе систем репарации 
ДНК приводят к накоплению модифицированных осно-
ваний, разрывов и других повреждений, что увеличивает 
риск развития онкологических и других заболеваний. 
Изучение функционирования систем репарации помогает 
выявить причины наследственных заболеваний, нейро-
дегенеративных дисфункций, связанных с нарушениями 
репарации, а также разработать новые методы терапии и 
профилактики онкологических заболеваний.

В последние годы большое внимание исследователи 
уделяют ферментам репарации ДНК как мишеням для 
разработки лекарственных средств. Ведется поиск новых 
соединений, подавляющих активность ферментов репа-
рации ДНК, для повышения эффективности противора-
ковой терапии. Ингибирование ферментов, участвующих 
в репарации, приводит к гибели раковых клеток за счет 

накопления повреждений ДНК, вызванных химиотера-
пией или лучевой терапией. В качестве перспективных 
мишеней для создания лекарственных препаратов рас-
сматриваются такие ферменты репарации, как тирозил-
ДНК-фосфодиэстеразы 1 и 2 (TDP1 и TDP2) и поли(АДФ-
рибоза)полимеразы 1 и 2 (PARP1 и PARP2) (Pommier et al., 
2014; Curtin, Szabo, 2020; Zakharenko et al., 2023).

TDP1 – фермент репарации ДНК, который участву-
ет в удалении ковалентных аддуктов топоизомеразы  1 
(ТОР1) с ДНК, катализируя гидролиз фосфодиэфирной 
связи между остатком тирозина-723 TOP1 и 3′-фосфатной 
группой в одноцепочечном разрыве ДНК, генерируемом 
TOP1. TDP1 способна также удалять другие аддукты 
ДНК-белков, расположенные на 3′-конце ДНК, и раз-
личные другие повреждения на 3′-конце ДНК (Comeaux, 
van Waardenburg, 2014; Kawale, Povirk, 2018). TDP2 ката-
лизирует гидролиз ковалентных аддуктов между ДНК и 
остатком тирозина-804 активного центра топоизомеразы 2 
(TOP2) (Pommier et al., 2010). TDP2 удаляет ковалентные 
аддукты из ДНК, расположенные на 5′-конце ДНК, путем 
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Abstract. Oncological diseases remain a leading cause of pathological mortality worldwide, making the development 
of anticancer drugs a critical focus in medicinal chemistry. A promising strategy to enhance therapeutic efficacy and 
reduce chemotherapy-induced toxicity involves the combined inhibition of DNA repair enzymes and topoisomerases. 
Of particular interest are minor-groove DNA ligands, which exhibit potent inhibition of DNA-dependent enzymes 
while having low toxicity and mutagenicity. A number of research groups, including ours, are developing inhibitors 
of DNA repair enzymes that act simultaneously on several targets: tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1/2 (TDP1/TDP2), 
poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1)/TDP1, topoisomerase 1 (TOP1)/TDP1. Such bifunctional inhibitors are designed 
to resolve the problem of tumor cell resistance to known chemotherapy drugs and increase the effectiveness of the 
latter. In this study, we evaluated the inhibitory activity of 22 minor-groove DNA ligands – bis- and trisbenzimidazoles 
against four key repair enzymes: TDP1, TDP2, PARP1, and PARP2. Four series of dimeric compounds and their 
monomeric units were studied. The difference in inhibitory activity of dimeric bisbenzimidazoles depending on the 
structure of the compound and the enzyme is shown. Our findings reveal distinct structure-activity relationships, with 
monomeric and dimeric ligands exhibiting potent TDP1 inhibition at micromolar to submicromolar IC50 values (half-
maximal inhibitory concentration). Notably, dimeric compounds from the DB2Py(n) and DB3P(n) series demonstrated 
superior TDP1 inhibition compared to their monomers. In contrast, all tested compounds showed negligible activity 
against the other three repair enzymes; so, the compounds demonstrate specificity to TDP1. It should be noted that 
in this work, in the experiments with TDP1 and TDP2, the effect of the tested compounds as narrow-groove ligands 
binding to DNA was excluded, and their direct effect on the enzyme was investigated. The results of molecular docking 
suggest the possibility of direct interaction of active compounds with the active center of TDP1. According to the 
results of modeling, the inhibitors are located in the binding region of the 3’-end of DNA in the active site of TDP1 
and could form stable bonds with the catalytically significant TDP1 residues His263 and His493. These interactions 
probably provide the high inhibitory activity of the compounds observed in biochemical experiments.
Key words: tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (TDP1); TDP1 inhibitor; inhibitory activity; TDP2; PARP1; PARP2; DNA-
ligands; bisbenzimidazole derivatives

For citation: Dyrkheeva N.S., Chernyshova I.A., Arutyunyan A.F., Zakharenko A.L., Kutuzov M.M., Naumenko K.N., 
Venzel A.S., Ivanisenko V.A., Deyev S.M., Zhuze A.L., Lavrik O.I. The effect of dimeric bisbenzimidazoles on the activity 
of DNA repair enzymes TDP1, TDP2, PARP1 and PARP2. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov J Genet Breed. 
2025;29(7):1097-1108. doi 10.18699/vjgb-25-114

https://orcid.org/0000-0002-8360-1041
https://orcid.org/0000-0003-1934-5116
https://orcid.org/0000-0002-5254-9252
https://orcid.org/0009-0004-8025-1009
https://orcid.org/0000-0003-0927-4043
https://orcid.org/0000-0001-7407-3198
https://orcid.org/0000-0002-7419-5168
https://orcid.org/0000-0002-1859-4631
https://orcid.org/0000-0002-9382-4388
https://orcid.org/0000-0001-6230-8711
https://orcid.org/0000-0001-5980-8889
mailto:*%20dyrkheeva.n.s@gmail.com


СТРУКТУРНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / STRUCTURAL COMPUTATIONAL BIOLOGY

Димерные бисбензимидазолы как ингибиторы 
ферментов репарации ДНК TDP1, TDP2, PARP1 и PARP2

Н.С. Дырхеева, И.А. Чернышова, А.Ф. Арутюнян …   
C.М. Деев, А.Л. Жузе, О.И. Лаврик

2025
29 • 7

1099

гидролиза 5′ фосфодиэфирной связи, что приводит к об-
разованию ДНК со свободным 5′ фосфатом (Pommier et al., 
2014). TDP1 и TDP2 способны в некоторой степени брать 
на себя функции друг друга, поскольку TDP1 обладает 
низкой активностью в реакции расщепления 5′-фосфо-
тирозильных связей, а TDP2 – в реакции расщепления 
3′-фосфотирозильных связей (Zeng et al., 2012; Pommier 
et al., 2014).

В настоящее время ингибиторы топоизомераз широко 
применяются в клинической практике в качестве противо-
раковых препаратов. Из них наиболее часто используют 
топотекан и иринотекан, подавляющие активность топо- 
изомеразы 1, а также этопозид, направленный на топо
изомеразу 2 (Pommier et al., 2010). Механизм их действия 
заключается в образовании ковалентных аддуктов топо
изомераз с ДНК, остановке репликации, что в итоге приво-
дит к подавлению клеточной пролиферации. Различными 
исследователями высказывалось мнение (Pommier et al., 
2014; Zakharenko et al., 2015) о том, что применение ин-
гибиторов TDP1 и TDP2, повышающих эффективность 
ингибиторов топоизомераз, может позволить снизить дозу 
этих достаточно токсичных лекарств и, как следствие, 
токсичность терапии. На сегодняшний день идет актив-
ный поиск ингибиторов TDP1 (Zakharenko et al., 2023; 
Zhang M. et al., 2025). Особо выделяются производные 
природных соединений, таких как усниновая кислота, бер-
берины, кумарины, нуклеозиды и стероиды (Zakharenko et 
al., 2023), которые эффективно подавляют активность очи-
щенного фермента TDP1 и являются сенсибилизаторами 
топотекана в экспериментах, проведенных на клеточных и 
мышиных моделях рака (Zakharenko et al., 2023; Kornien
ko et al., 2024). Среди ингибиторов TDP2 следует отметить 
деазафлавины, считающиеся одними из самых активных 
для этого фермента (Marchand et al., 2016).

Ферменты PARP1 и PARP2 служат ключевыми регуля-
торами репарации ДНК и других клеточных процессов. 
Они катализируют ДНК-зависимый синтез разветвлен-
ного полимера поли(АДФ-рибозы) (PAR) и последующее 
АДФ-рибозилирование белков. АДФ-рибозилирование 
белков – это посттрансляционная модификация, которая 
индуцируется в ответ на повреждение ДНК. PARP1 участ
вует в различных путях репарации ДНК (Ray Chaudhuri, 
Nussenzweig, 2017; Lavrik, 2020). PARP2 также является 
ДНК-зависимым PAR-илирующим агентом и способна 
частично заменить PARP1 (Lavrik, 2020; Szanto et al., 
2024), поэтому поиск ингибиторов PARP1 и PARP2 счи-
тается актуальной задачей современной медицинской хи-
мии. В клинической практике для лечения рака яичников, 
фаллопиевых труб, молочной железы и брюшины одоб
рены такие ингибиторы PARP1 и PARP2, как олапариб, 
рукапариб, нирапариб, велипариб и талазопариб (Kim D.-S. 
et al., 2021). Используемые ингибиторы работают по прин
ципу синтетической летальности для уничтожения рако-
вых клеток с дефектами в системе гомологичной реком-
бинации (например, при мутациях BRCA1/2), превращая 
одноцепочечные разрывы ДНК в двуцепочечные, которые 
не могут быть эффективно восстановлены, что приводит к 
гибели раковой клетки. Активные центры PARP1 и PARP2 
очень похожи (Schreiber et al., 2006; Hoch, Polo, 2019), по
этому известные на сегодняшний день ингибиторы чаще 

всего действуют на оба фермента, а также на другие фер
менты семейства PARP. Проводится поиск селективных 
ингибиторов каждого из этих ферментов (Johannes et al., 
2024). Одобренные для клинического применения ин-
гибиторы PARP весьма токсичны и вызывают тяжелые 
побочные эффекты, поэтому поиск новых ингибиторов 
активно продолжается (Murai et al., 2014; Kim D.-S. et al., 
2021; Johannes et al., 2024).

Один из перспективных классов соединений для поиска 
новых ингибиторов ферментов репарации – низкомоле-
кулярные ДНК-связывающие агенты. Особый интерес 
представляют узкобороздочные ДНК-лиганды, которые 
способны ингибировать ДНК-зависимые ферменты, не об-
ладают при этом высокой токсичностью и мутагенностью, 
а также хорошо растворимы в воде. Такие ДНК-лиганды 
характеризуются низким уровнем изменения геометрии 
ДНК и отсутствием образования ковалентных сшивок при 
формировании комплекса c ДНК (Arutyunyan et al., 2023a).

Наша научная группа имеет значительный опыт как 
экспериментального исследования потенциальных инги-
биторов на уровне индивидуальных белковых мишеней, 
клеток и животных моделей (Zakharenko et al., 2023), так 
и применения методов молекулярного докинга и моде-
лирования для изучения механизмов взаимодействия 
малых молекул с белками-мишенями. Были найдены эф-
фективные ингибиторы TDP1, подавляющие активность 
рекомбинантного фермента TDP1 в субмикромолярном 
диапазоне концентраций. Соединения-лидеры являлись 
сенсибилизаторами топотекана в экспериментах, прове-
денных на клеточных культурах и на мышиных моделях 
опухолей (Zakharenko et al., 2023; Kornienko et al., 2024). 
Нами разработаны и исследованы ингибиторы PARP1, 
PARP2 и PARP3 на основе конъюгатов АДФ и морфоли-
нонуклеозидов с использованием структурного модели-
рования активных сайтов этих ферментов (Sherstyuk et 
al., 2019; Chernyshova et al., 2024).

В настоящей работе приводятся данные скрининга 
22  узкобороздочных лигандов в качестве ингибиторов 
TDP1, TDP2, PARP1 и PARP2. Исследуемые соединения 
являются производными бис- и трисбензимидазола. Изу
чены четыре мономерных соединения – MB2, MB2(Ac), 
MB2Py(Ac), MB3, а также четыре серии димерных про-
изводных. Димерные производные были получены путем 
конденсации мономерных субъединиц дикарбоновыми 
кислотами – DB2P(n), DB2Py(n) и DB3P(n), где n – коли-
чество метиленовых звеньев в линкере (рис. 1). 

Показано, что активность соединений варьирует в зави-
симости от их структуры и типа ферментативной мишени. 
Выявлена выраженная ингибирующая активность соеди-
нений в отношении TDP1, причем наблюдаемая корреля-
ция говорит об увеличении активности ингибитора при 
введении в его структуру дополнительных связывающих 
блоков, таких как пирролкарбоксамидный фрагмент для 
серии DB2Py(n), или при использовании комбинации из 
трех бензимидазольных блоков в мономерной субъеди-
нице. Несмотря на то что для серии DB3(n) наблюдались 
высокие значения IC50, это явление может быть объяснено 
высокой склонностью членов данного ряда соединений 
к агрегации, поскольку введение пиперазинового фраг-
мента в линкер в серии DB3P(n) привело к получению 
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ингибиторов с самыми низкими значениями IC50, что 
косвенно подтверждает наше предположение. С целью 
выяснения возможного механизма их ингибирующего 
действия для этого фермента был проведен молекулярный 
докинг, результаты которого позволяют предположить 
наличие прямого взаимодействия между активными со-
единениями и ферментом TDP1. Согласно построенной 
модели связывания, ингибиторы располагаются в области 
ДНК-связывающего кармана TDP1 и способны образо-
вывать устойчивые контакты с каталитически важными 
аминокислотными остатками His263 и His493. Эффектив-
ность действия этих соединений как ингибиторов TDP1 
подтверждена экспериментальными данными. Результаты 
работы могут быть использованы для рационального ди-
зайна новых, еще более эффективных ингибиторов TDP1.

Материалы и методы
Используемые материалы. Исследуемые соединения 
были синтезированы в Институте молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта РАН в лаборатории ДНК-белковых 
взаимодействий согласно ранее разработанным методикам 

(Ivanov et al., 2015; Arutyunyan et al., 2023a, b; Susova et al., 
2024). Список названий соединений по IUPAC приведен 
в Приложении1.

Рекомбинантные белки человека тирозил-ДНК-фос
фодиэстераза  1 (TDP1) и тирозил-ДНК-фосфодиэсте
раза 2 (TDP2) были экспрессированы в системе E. coli, 
поли(АДФ-рибоза)полимераза  1 (PARP1) и поли(АДФ-
рибоза)полимераза 2 (PARP2) – в клетках насекомых с 
использованием бакуловирусной системы экспрессии и 
очищены, как описано в работах (Sukhanova et al., 2004; 
Sherstyuk et al., 2019; Dyrkheeva et al., 2020, 2021).

Олигонуклеотид 5′-FAM-AAC GTC AGG GTC TTC C- 
BHQ1-3′ синтезирован в лаборатории химии нуклеиновых 
кислот Института химической биологии и фундаменталь-
ной медицины СО РАН (Новосибирск, Россия) согласно 
(Zakharenko et al., 2015).

Определение активности фермента TDP1. Реакцион-
ная смесь (200 мкл) для флуоресцентной детекции актив-
ности фермента TDP1 в реальном времени (Zakharenko 
1 Табл. S1, S2 и рис. S1–S4 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx40.pdf

Рис. 1. Структуры исследованных производных бисбензимидазола.

MB2
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et al., 2015) содержала реакционный буферный раствор 
TDP1 (50  мМ Трис-HCl, pH  8.0, 50  мМ NaCl и 7  мМ 
β-меркаптоэтанола), 50 нМ олигонуклеотида 5′-FAM-AAC 
GTC AGG GTC TTC C-BHQ1-3′, тестируемое в качестве 
ингибитора соединение в различных концентрациях и 
TDP1 в конечной концентрации 1.5  нМ. Реакционные 
смеси инкубировали при постоянной температуре 26 °C 
в планшетном флуориметре POLARstar OPTIMA (BMG 
LABTECH, GmbH, Ортенберг, Германия). Интенсивность 
флуоресценции (Ex485/Em520 нм) измеряли каждую ми-
нуту в течение 10 мин. Средние значения полумаксималь-
ной ингибирующей концентрации (IC50 – концентрация 
соединения, которая ингибировала 50 % активности фер-
мента по сравнению с необработанной контрольной лун-
кой, содержащей только фермент и субстрат) определяли 
с помощью кривой зависимости уровня флуоресцентного 
сигнала от концентрации ингибитора и рассчитывали с ис-
пользованием MARS Data Analysis 2.0 (BMG LABTECH). 
Кинетические кривые были получены минимум в трех 
независимых экспериментах и статистически обработаны 
в OriginPro 8.6.0 (OriginLab, Нортгемптон, Массачусетс, 
США).

Определение активности фермента TDP2. Для опре-
деления активности фермента TDP2 в качестве субстрата 
были использованы олигонуклеотид 5′-тирозин-AAC GTC 
AGG GTC TTC C-FAM-3′, содержащий метку 6-FAM на 
3′-конце, и остаток L-тирозина, присоединенный через 
фенольную ОН-группу к 5′-концевому фосфату, синте-
зирован в российско-франко-японской лаборатории био-
нанотехнологии НГУ, как описано в работе (Dyrkheeva et 
al., 2021). Субстрат в концентрации 100 нМ инкубировали 
с TDP2 в концентрации 200 нМ в отсутствие или в при-
сутствии ингибитора (500 мкМ) в течение 10  мин при 
37  °C в буфере, содержащем 50  мМ Трис-HCl, pH  8.0, 
50 мМ NaCl, 7 мМ β-меркаптоэтанола (Dyrkheeva et al., 
2021). Реакцию останавливали добавлением буфера для 
нанесения в ПААГ (TBE, 10 % формамид, 7 М мочевина, 
20 мМ ЭДТА, 0.1 % ксиленцианол и 0.1 % бромфеноло
вый синий). Далее образцы нагревали при 90 °C в тече
ние  5  мин. Продукты ферментативной реакции разде- 
ляли  электрофорезом в 20  % денатурирующем ПААГ 
с 7 М мочевиной при соотношении акриламида к бис
акриламиду 19:1. Для сканирования геля и визуализации 
использовали высокоразрешающий лазерный сканер 
Typhoon FLA  9500 (GE Healthcare, Чикаго, Иллинойс, 
США). Данные анализировали с помощью программного 
обеспечения QuantityOne 4.6.7 (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Геркулес, Калифорния, США). Было проведено минимум 
три независимых эксперимента, статистическую обра-
ботку выполняли в программе OriginPro 8.6.0 (OriginLab, 
Нортгемптон, Массачусетс, США).

Для определения активности ферментов PARP1 и 
PARP2 в присутствии и в отсутствие тестируемых  со
единений радиоактивно меченный [32P]-NAD+ синтези
ровали из α-[32P]-ATФ согласно протоколу (Sherstyuk et 
al., 2019). Реакцию автополи(АДФ-рибозил)ирования 
проводили в буфере для PARP1: 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 
10 мМ MgCl2, 150 мМ NaCl и 7 мМ β-меркаптоэтанола, а 
также 2 oe/ мл активированной ДНК, 0.3 мМ [32P]-NAD+ 

при 37 °C. Инициировали реакцию добавлением PARP1 
до 200 нМ и проводили в течение 2 мин.

Буфер для PARP2 содержал: 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 
3 мМ спермина, 150 мМ NaCl и 7 мМ β-меркаптоэтанола, 
2  oe/мл активированной ДНК, 0.6  мМ [32P]-NAD+ при 
37  °C. Реакцию инициировали добавлением PARP2 до 
600  нМ, реакционные смеси инкубировали в течение 
5 мин. Останавливали реакцию помещением аликвот по 
5 мкл на бумажные фильтры Whatman 1, пропитанные 5 % 
трихлоруксусной кислотой (ТХУ). Фильтры промывали 
5 % ТХУ четыре раза и высушивали на воздухе после 
удаления ТХУ с 90 % этанолом. Включение радиоактив-
ной метки в продукт реакции рассчитывали с помощью 
сканера Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, Чикаго, Ил-
линойс, США). Проводили минимум три независимых 
эксперимента.

Молекулярное моделирование. Для оценки взаимо-
действия исследуемых соединений с ферментом TDP1 
нами был проведен молекулярный докинг с последую-
щим анализом полученных комплексов. Исследование 
включало подготовку структур белка и лигандов, моле-
кулярный докинг, минимизацию энергии соединений в 
сайте связывания и оценку аффинности ингибиторов с 
использованием Vinardo, X-Score и REF2015.

В качестве структуры белка-мишени была выбрана 
кристаллическая структура TDP1 (PDB  ID: 8V0B). От-
сутствующие в модели петли были восстановлены на 
основании предсказания AlphaFold2 (Jumper et al., 2021), 
выполненного в ColabFold (Mirdita et al., 2022) без мно-
жественного выравнивания (MSA) и со структуры 8V0B 
в качестве шаблона.

Далее к полученной модели были добавлены атомы 
водорода и рассчитаны заряды с применением утилиты 
DockPrep в UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Структу-
ры ингибиторов были подготовлены в OpenBabel (O’Boyle 
et al., 2011): добавлены водороды, рассчитаны частичные 
заряды и проведена геометрическая минимизация.

Для молекулярного докинга была привлечена програм-
ма UCSF DOCK 6.11 (Allen et al., 2015). Использовался 
полноатомный гибкий докинг по всей поверхности белка. 
На первом этапе докинга осуществлялось позициони-
рование базовых фрагментов ингибиторов (MB2(Ac), 
MB2Py(Ac)), после чего проводился докинг полноразмер-
ных молекул с последующей минимизацией их энергии в 
сайте связывания. Для каждого соединения было запро-
шено до девяти лучших по GridScore конформаций. Из 
полученных девяти конформаций для каждого лиганда 
отбиралась та структура, которая имела минимальный 
RMSD относительно оптимальной конформации базового 
фрагмента. В случаях, когда DOCK6 вернул менее девяти 
уникальных конформаций (вследствие кластеризации, 
фильтрации по энергии или неудачи генерации допол-
нительных конформеров), отбор выполнялся из всех до-
ступных конформаций (табл. S1).

Финальную оценку способности связывания ингибито-
ров с белком проводили с использованием нескольких не-
зависимых скоринг-функций: ContinuousScore из DOCK 6, 
Vinardo (Quiroga, Villarreal, 2016), X-Score (Wang R. et al., 
2002), а также REF2015 в среде PyRosetta4 (Chaudhury et 
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al., 2010; Alford et al., 2017) в соответствии с протоколом 
(Moretti et al., 2016). ContinuousScore – скоринг-функция 
в DOCK 6, учитывающая ван-дер-ваальсовы взаимодей-
ствия, электростатические взаимодействия, внутреннюю 
энергию лиганда и штрафы за стерические конфликты 
при прямом расчете межатомных расстояний. Vinardo – 
скоринг-функция для докинга, учитывающая вклад водо
родных связей, гидрофобных и ван-дер-ваальсовых взаи
модействий, а также поправки на неоптимальное позици-
онирование лигандов. Скоринг-функция X-Score состоит 
из трех составляющих: HPScore, HMScore и HSScore, 
основанных на различных эмпирических принципах 
для оценки сродства лиганд–белок. В данном исследова-
нии использовалась усредненная X-Score, отражающая 
влияние гидрофобных, полярных и электростатических 
контактов. Полноатомная скоринг-функция REF2015, 
реализованная в PyRosetta, включает вклад ван-дер-вааль
совых, электростатических, водородных, сольватных  и 
дополнительных атомных парных взаимодействий и по
зволяет корректно ранжировать близкие по энергии по-
зиции ингибиторов. 

Для валидации результатов молекулярного докинга и 
оценки стабильности предсказанного комплекса во време-
ни было проведено молекулярно-динамическое моделиро-
вание комплекса TDP1 с соединением-лидером DB2Py(1), 

показавшим наилучшую ингибирующую активность. 
Моделирование выполнялось с использованием пакета 
OpenMM 8 (Eastman et al., 2024). Подробный протокол 
молекулярно-динамического моделирования представлен 
в Приложении.

Результаты
В настоящей работе была впервые изучена способ-
ность четырех серий димерных ДНК-лигандов DB2P(n), 
DB2Py(n), DB3(n), DB3P(n), а также их мономерных еди-
ниц MB2, MB2(Ac), MB2Py(Ac) и MB3 (см. рис. 1) ингиби-
ровать активность рекомбинантных ферментов репарации 
ДНК TDP1 и TDP2, PARP1 и PARP2 (см. таблицу).

Первая группа исследуемых соединений представляет 
собой димерные производные мономерного бисбенз
имидазольного лиганда MB2, производного широко изу
ченного узкобороздочного ДНК-лиганда Hoechst 33258, 
в котором гидроксифенильная группа заменена на более 
гидрофильный аминометиленовый фрагмент – DB2P(n). 
В качестве линкера для соединений этой группы были ис
пользованы 1,4-пиперазиндиалкилдикарбоновые кисло
ты, содержащие метиленовый, этиленовый, пропиленовый 
или бутиленовый спейсер (см. рис. 1). Также данная серия 
была дополнена мономерным производным MB2(Ac), 
ацилированным по аминометиленовому фрагменту, что 

Способность тестируемых соединений ингибировать активность ферментов TDP1, TDP2, PARP1 и PARP2

№ п/п Соединение IC50 TDP1, мкM TDP2 PARP1 PARP2

Остаточная активность (%) при 500 мкМ соединения

   1 MB2 2 ± 1 ~100 ~100 ~100

   2 MB2(Ac) 1.5 ± 0.5 ~100 ~100 ~100

   3 DB2P(1) 6 ± 4 66 ± 7 57 ± 16 ~100

   4 DB2P(2) 9 ± 3 44 ± 11 51 ± 15 80 ± 20

   5 DB2P(3) 4.1 ± 0.6 36 ± 7 37 ± 10 64 ± 16

   6 DB2P(4) 2.3 ± 0.3 44 ± 11 33 ± 13 85 ± 13

   7 MB2Py(Ac) 5 ± 2 ~100 ~100 ~100

   8 DB2Pу(1) 0.25 ± 0.05 55 ± 3 ~100 ~100

   9 DB2Pу(3) 0.41 ± 0.09 70 ± 11 ~100 ~100

10 DB2Pу(4) 0.4 ± 0.15 ~100 ~100 ~100

11 DB2Pу(5) 0.35 ± 0.13 ~100 ~100 ~100

12 DB2Pу(7) 0.28 ± 0.01 ~100 ~100 ~100

13 DB2Pу(9) 0.30 ± 0.08 ~100 ~100 ~100

14 DB2Pу(11) 0.9 ± 0.1 ~100 ~100 ~100

15 MB3 0.70 ± 0.05 ~100 65 ± 15 ~100

16 DB3(1) >50 70 ± 6 55 ± 13 ~100

17 DB3(5) >50 65 ± 10 62 ± 16 ~100

18 DB3(9) >50 ~100 ~100 ~100

19 DB3P(1) 0.10 ± 0.05 ~100 70 ± 12 ~100

20 DB3P(2) 0.11 ± 0.01 ~100 40 ± 5 ~100

21 DB3P(3) 0.20 ± 0.05 ~100 47 ± 14 ~100

22 DB3P(4) 0.15 ± 0.03 ~100 48 ± 15 ~100

Примечание. Для значений величин IC50 и остаточной активности фермента (%) в присутствии ингибитора приведено среднее значение ± стандартное 
отклонение (не менее трех повторов).
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структурно приближает это соединение, по сравнению с 
MB2, к половине димерного соединения DB2P(n) и делает 
его более корректным препаратом для сравнения. Серия 
DB2P(n) отличается от других серий лигандов наличием 
в структуре линкера положительно заряженного 1,4-пи-
перазина, что улучшает растворимость лиганда и может 
увеличивать сродство лиганда к ферменту.

Следующая группа соединений – производные моно-
мерного трисбензимидазольного соединения MB3, кото-
рое можно рассматривать как производное MB2, содер-
жащее на один бензимидазольный фрагмент больше, что 
увеличивает количество потенциально возможных водо-
родных связей в комплексе ингибитор–TDP1. Димерные 
производные MB3 представлены двумя сериями соедине-
ний – DB3P(n), тоже димеризованных 1,4-пиперазиндиал-
килдикарбоновыми кислотами, и DB3(n), где в качестве 
линкеров были использованы н-алкилдикарбоновые кис-
лоты. Серии DB3(n) и DB3Р(n) характеризуются наличием 
в структуре трисбензимидазолов, а DB3Р(n) – наличием 
также в линкере 1,4-пиперазина.

К третьей группе соединений относятся производные 
мономерного соединения MB2Py(Ac), являющегося изо-
стерным аналогом MB3, ввиду того, что содержащийся 
в его структуре пирролкарбоксамидный фрагмент спо-
собен выступать донором атома водорода при карбокс
амидном азоте для образования водородной связи в ана
логичном бензимидазолу положении. Димерные произ-
водные  представлены серией DB2Py(n), содержащей в 
качестве линкера н-алкилдикарбоновые кислоты. Данная 
серия включает набор соединений, содержащих 1, 3, 4, 5, 
7, 9 и 11 метиленовых звеньев, что позволило точнее оце-
нить зависимость ингибирующей активности соединений 
от длины спейсера. Серия DB2Py(n) отличается от серии 
DB3(n) наличием, помимо бисбензимидазольной струк-
туры, пирролкарбоксамидной структуры, являющейся 
фрагментом АТ-специфичного антибиотика нетропсина.

Методом флуоресцентного анализа в реальном времени 
были получены значения концентрации полумаксималь-
ного ингибирования (IC50) исследуемых соединений (см. 
таблицу) в реакции отщепления BHQ1 от 3′-конца олиго-
нуклеотида с помощью TDP1, что приводило к разгоранию 
флуоресценции FAM на 5′-конце цепи (Zakharenko et al., 
2015). Следует также отметить, что в качестве субстрата 
был использован одноцепочечный олигонуклеотид, чтобы 
исключить связывание димерных бисбензимидазолов как 
узкобороздочных лигандов с ДНК-субстратом и направить 
их воздействие на ферментативную мишень.

Из полученных данных для мономерных соединений 
MB2 и MB2(Ac) и их димерных производных DB2P(n) при 
n = 1, 2, 3, 4 значения IC50 лежат в микромолярном диа-
пазоне, причем димеризация не привела к повышению ин-
гибиторной активности исследуемых соединений. В то же 
время для димеров мономерного MB2Py(Ac), имеющего 
значение IC50 5 ± 2 мкМ, величина параметра полуинги-
бирующей концентрации значительно снизилась, находясь 
в диапазоне от 0.25 до 0.90 мкМ. Аналогично переход от 
мономерного MB3 к серии димерных DB3P(n) приводил к 
повышению ингибиторной активности соединений, хотя 
и не столь ярко выраженному, однако димерные произ
водные MB3, не содержащие пиперазинового фрагмента 

в линкере, – соединения DB3(n) – показали самый низкий 
уровень активности среди всех испытанных в работе 
ингибиторов. Тот факт, что значения IC50 для этих со-
единений (см. таблицу) настолько сильно выбиваются из 
общего массива данных, по всей видимости, связан с тем, 
что соединения DB3(n) обладают протяженной и плоской 
геометрией, а также жестким линкером, что мешает оп-
тимальному позиционированию соединений этого типа в 
активном центре фермента (см. рис. 1).

Таким образом, согласно экспериментальным данным, 
все изученные соединения, кроме группы DB3(n), эффек-
тивно ингибируют активность TDP1 в микромолярных и 
субмикромолярных концентрациях. Наблюдается корре-
ляция структура–активность, заключающаяся в снижении 
концентрации для достижения эффекта полумаксималь
ного ингибирования при увеличении в соединении числа 
блоков, содержащих доноры водородной связи. В част-
ности, димеризация является одним из простых подходов 
к увеличению таких структур в одной молекуле, что при-
водит к нелинейному росту константы комплексообра-
зования (Неудачина, Лакиза, 2014). Также наблюдается 
снижение IC50 при введении пиперазинового фрагмента 
в структуру линкера, что может быть обусловлено увели-
чением гидрофильности молекул. Полученные результаты 
позволили построить корреляцию структура–активность и 
оценить вклад димеризации в увеличение ингибирующей 
способности исследуемых соединений.

Для изучения влияния рассматриваемых соединений 
на активность TDP2 мы проверили способность этого 
фермента удалять остаток тирозина с 5′-конца олигонук
леотидного субстрата в отсутствие и в присутствии инги
биторов, как описано в (Dyrkheeva et al., 2021). Все со-
единения группы DB2Р(n), а также DB2Pу(n) при n = 1, 3 и 
DB3(n) при n = 1, 5 в концентрации 500 мкМ ингибировали 
активность фермента примерно на 50 %; остальные со-
единения не проявили ингибирующей активности (см. 
таблицу). Таким образом, все протестированные соеди-
нения показали значительно более низкую склонность 
ингибировать TDP2 по сравнению с TDP1. Интересно, что 
группа DB2P(n) менее эффективно ингибировала TDP1 и 
более эффективно TDP2, чем соединения других групп.

Следующим этапом нашей работы было тестирование 
способности исследуемых соединений ингибировать 
PARP1 и PARP2, т. е. их ферментативной активности в 
реакции синтеза поли(АДФ-рибозы) (PAR), в довольно 
высоком диапазоне концентрации соединений. Все со-
единения показали низкую эффективность ингибирования 
этих двух ферментов. Наиболее активными оказались со-
единения группы DB2P(n), представители которой c n = 2, 
3, 4 снижали активность PARP1 и PARP2 в концентрации 
500 мкМ. Ингибирующее действие наблюдалось также 
для соединений серий DB3(n) и DB3P(n) в концентрации 
500  мкМ, в то же время данные соединения проявили 
ингибирующую активность только в реакции синтеза 
PAR, катализируемой PARP1, но не PARP2 (см. таблицу).

Поскольку, согласно экспериментальным данным, все 
изученные соединения, за исключением группы DB3(n), 
эффективно ингибируют активность TDP1, далее нами 
была оценена in  silico способность соединений групп 
DB2P(n) и DB2Py(n) связываться с ферментом TDP1 для 



N.S. Dyrkheeva, I.A. Chernyshova, A.F. Arutyunyan … 
S.M. Deyev, A.L. Zhuze, O.I. Lavrik

1104 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 7

Dimeric bisbenzimidazoles as inhibitors  
of DNA repair enzymes TDP1, TDP2, PARP1 and PARP2

a

выяснения возможного молекулярного механизма их 
ингибирующего действия. С этой целью был выполнен 
полноатомный гибкий молекулярный докинг по всей 
поверхности белка TDP1 (PDB  ID: 8V0B) соединений 
DB2P(n) и DB2Py(n).

Согласно результатам докинга, можно предположить, 
что конформации с минимальной расчетной энергией 
для каждого ингибитора формируют взаимодействия в 
активном центре TDP1, вблизи остатков His263 и His493 
(рис.  2, а), аналогично соединению MB2(Ac) (рис. S1). 
Кроме того, был проведен дополнительный анализ спо-
собности связывания димерных соединений с TDP1 с 
использованием скоринг-функций Vinardo, X-Score и 
REF2015 в среде PyRosetta (табл. S2). Значения скоринг-
функций позволяют предположить высокую аффинность 
исследованных ингибиторов групп DB2P(n) и DB2Py(n) 
к TDP1. Следует отметить, что полной корреляции пара-
метров, полученных с помощью докинга (см. табл. S2), 
с величинами IC50, найденными в эксперименте (см. 
таблицу), не наблюдается, что можно объяснить вкладом 
гидрофобных линкеров, которые сложно учесть в расчете 
энергий.

По данным молекулярного моделирования, соедине-
ние MB2(Ac) (см. рис.  2, б), являющееся мономерным 
звеном для димерных производных DB2P(n), образует 
водородную связь с His263 и π-катионное взаимодействие 
с His493, что, вероятно, может приводить к блокировке 
каталитического акта TDP1. Помимо взаимодействий с 

каталитически активными остатками, для MB2(Ac) воз-
можно формирование гидрофобных контактов с Tyr204 и 
Ala520, а также водородной связи с Phe259, что может уси-
ливать ингибирующее действие этого соединения. В от-
личие от MB2(Ac), соединение MB2Py(Ac) (см. рис. 2, в) 
потенциально может взаимодействовать только с одним 
каталитическим остатком – His493 – через образование во-
дородной связи. Такая разница во взаимодействиях может 
быть причиной более высокой ингибирующей активности 
MB2(Ac) по сравнению с MB2Py(Ac), что подтверждается 
экспериментальными данными (см. таблицу).

Анализ взаимодействий с помощью PLIP (protein–ligand 
interaction profiler) (Salentin et al., 2015) для комплексов 
TDP1 с димерными соединениями группы DB2Py(n) 
(рис. S2) показал, что эти соединения формируют большее 
количество контактов белок-лиганд (водородных связей 
и гидрофобных взаимодействий) по сравнению с моно-
мером MB2Py(Ac). В частности, соединение DB2Py(1) 
образует водородные связи с Ser400 и Ser403, а также 
гидрофобные взаимодействия с Pro463  – остатки этих 
аминокислот расположены в сайте связывания лигандов 
с активным центром TDP1, что, вероятно, способствует 
стабилизации взаимодействующего фрагмента димера 
в активном центре фермента. Найденные с помощью 
анализа результатов докинга данные, характеризующие 
большую площадь поверхности контакта димерных со-
единений DB2Py(n) с TDP1 по сравнению с мономером 
MB2Py(Ac), коррелируют с понижением значений IC50 для 

Рис. 2. а – структура TDP1 (PDB ID: 8V0 B) с ингибитором MB2(Ac), расположенным в положительно заряженном участке 
активного центра TDP1. Поверхность белка окрашена в соответствии с распределением электростатического потенциала, 
рассчитанного с помощью APBS (Jurrus et al., 2018). Прямоугольной рамкой выделен ДНК-связывающий участок TDP1. Ниже 
расположена шкала значений электростатического потенциала поверхности TDP1 (в единицах kT/e, где kT/e ≈ 25.7 мВ при 
298 K). Цветовая шкала: красный цвет обозначает отрицательный потенциал (–5 kT/e), белый – нейтральный (0 kT/e), си-
ний – положительный потенциал (+5 kT/e). б, в – предсказанные конформации ингибиторов MB2(Ac) и MB2Py(Ac) (зеленый 
цвет) в комплексе с TDP1 с контактирующими остатками (голубой цвет).

б

в
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димеров, что свидетельствует о возрастании сродства этих 
соединений к активному центру фермента (см. таблицу). 
Согласно полученным данным, гидрофобные взаимодей-
ствия с остатками Pro461 и/или Tyr204, локализованны
ми в активном центре TDP1, также могут вносить вклад 
в повышение ингибирующей активности соединений 
группы DB2Py(n).

Анализ взаимодействий соединений из группы DB2P(n) 
с TDP1 показал, что в образовании комплекса участвуют 
аналогичные аминокислотные остатки, за исключением 
Tyr204, с остатком которого соединения DB2P(n), в отличие 
от DB2Py(n), по-видимому, не взаимодействуют (рис. S3). 
Кроме того, отмечены возможные различия в характере 
взаимодействий с одними и теми же аминокислотами. На-
пример, для остатка Lys519 в случае соединений DB2P(n) 
можно предположить образование водородных связей с 
атомами азота пиперазинового фрагмента через атом N1 
боковой цепи. В то же время в соединениях DB2Py(n) пред-
сказаны два типа взаимодействий с Lys519: водородная 
связь между атомом азота основной цепи Lys519 и атомом 
кислорода в пирролкарбоксамидной группе (в DB2Py(1), 
DB2Py(4), DB2Py(7), DB2Py(9)), а также π-катионное взаи
модействие между пирролом и боковой цепью Lys519 
(в DB2Py(3) и DB2Py(5)) (см. рис. S2).

Для соединения DB2Py(1), продемонстрировавшего 
наибольшую ингибирующую активность (наименьшее 
значение IC50) среди исследованных производных, было 
проведено дополнительное моделирование молекулярной 
динамики в предсказанном комплексе с TDP1. Анализ 
траектории МД показал, что комплекс TDP1-DB2Py(1) 
сохраняет стабильность на протяжении всего времени 
моделирования. Значения RMSD лиганда находились в 
диапазоне 1.5–3.0 Å (рис. S4), что говорит об устойчивом 
связывании DB2Py(1) в активном центре белка без при-
знаков диссоциации или значительных конформационных 
перестроек. Полученные данные подтверждают проч-
ность образованного комплекса и согласуются с высокой 
биологической активностью этого соединения.

Следует отметить, что выполненный нами анализ моле-
кулярных контактов, а также значения скоринг-функций, 
полученные по результатам молекулярного докинга, сви
детельствуют в пользу способности соединений обеих 
проанализированных групп – DB2P(n) с алифатическим 
линкером и DB2Py(n) с пиперазиновым фрагментом в 
линкере – формировать прочный комплекс с TDP1. Тем не 
менее экспериментальные данные выявляют различия в их 
ингибирующей активности: соединения с алифатическим 
линкером демонстрируют более высокую эффективность 
ингибирования по сравнению с соединениями, содержа-
щими пиперазиновое кольцо. Это различие не может быть 
полностью объяснено на основании контактного анализа, 
что указывает на возможную разницу в конформацион-
ной подвижности рассматриваемых групп соединений. 
В частности, включение пиперазинового фрагмента в 
центральную часть линкера, по-видимому, ограничивает 
его гибкость, что влияет на динамику взаимодействия ин
гибитора с активным центром, препятствует оптималь-
ному позиционированию ингибитора в активном центре 
фермента и, как следствие, снижает его ингибирующую 
активность.

Обсуждение
TDP1 играет ключевую роль в устранении повреждений 
ДНК, расположенных на 3′-конце ДНК, стабилизиро-
ванных противораковыми препаратами, применяемыми 
в клинической практике, такими как топотекан и ири-
нотекан, которые являются производными природного 
соединения камптотецина (Comeaux, van Waardenburg, 
2014; Kawale, Povirk, 2018). Следовательно, активность 
TDP1 может быть возможной причиной резистентности 
опухолей к используемым в клинике ингибиторам TOP1. 
В настоящее время активно ведутся поиски совместных 
ингибиторов ТОР1 и TDP1 (Conda-Sheridan et al., 2013; 
Nguyen et al., 2015; Zhang X.-R. et al., 2018; Hu et al., 2021; 
Yang et al., 2023).

Кроме того, поскольку известно, что активности TDP1 
и TDP2 перекрываются, хотя и в незначительной степени 
(Pommier et al., 2014), их способность выполнять функции 
друг друга делает весьма перспективным совокупное 
использование ингибиторов этих двух ферментов или 
создание агентов, способных одновременно ингибировать 
как TDP1, так и TDP2. Одновременное подавление актив-
ности данных ферментов может быть использовано для 
повышения эффективности большого набора клинически 
важных противораковых препаратов, ингибиторов TOP1 
и TOP2. Были также обнаружены тройные ингибиторы 
TOP1/TDP1/TDP2, которые проявляют умеренную актив- 
ность против TDP1 и слабую активность против TDP2 
(Wang P. et al., 2017). Наиболее эффективными ингибито-
рами TDP2 на сегодняшний день считаются деазафлави-
ны, которые in vitro показывают синергию с этопозидом в 
нетоксичных концентрациях (Marchand et al., 2016).  Также 
были найдены некоторые эффективные ингибиторы TDP2 
из других классов соединений (Yang et al., 2021; Zhang Y. 
et al., 2021).

Известно, что N-концевой домен TDP1 напрямую свя
зывается с C-концевым доменом PARP1, а TDP1 подверга-
ется PARилированию с помощью PARP1 для того, чтобы 
быть привлеченной к аддукту TOP1-ДНК (Das et al., 2014; 
Lebedeva et al., 2015). PARилирование TDP1 стимулирует 
ее посадку на участки с поврежденной ДНК, не влияя на 
каталитическую активность этого фермента (Chowdhuri, 
Das, 2021). Показано также, что PARP1 может взаимо-
действовать с TDP1, формируя белок-белковые контакты 
(Moor et al., 2015). Установлено, что сочетание нокдауна 
TDP1 и ингибирования активности PARP1 с помощью 
рукапариба снижает пролиферацию клеток значительнее, 
чем те же методы подавления функции ферментов по 
отдельности (Fam et al., 2013). В литературе встречается 
предположение, что противораковый эффект ингибиторов 
TOP1 может быть значительно усилен одновременным 
ингибированием PARP1 и TDP1 (Smith et al., 2005; Alagoz 
et al., 2014; Das et al., 2014; Muray et al., 2014; Elsayed et 
al., 2016; Matsuno et al., 2018; Jing et al., 2020; Kim J.W. et 
al., 2020; Chowdhuri, Das, 2021; Flörkemeier et al., 2022). 
Взаимодействие ферментов PARP1 и TDP1 между собой 
было описано в ряде публикаций (Das et al., 2014; Moor 
et al., 2015), что делает актуальным поиск двойных инги-
биторов TDP1 и PARP1.

Ранее нами были обнаружены двойные ингибиторы 
TDP1 и TDP2, а также тройные ингибиторы TDP1, TDP2 
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и PARP1 (Dyrkheeva et al., 2021) – тиоэфиры усниновой 
кислоты, слабо ингибирующие TDP2 и PARP1, поэтому 
актуален поиск новых соединений, способных воздей
ствовать сразу на две или три взаимодействующие функ-
ционально мишени. В данной работе была проверена 
способность серии узкобороздочных ДНК-лигандов ин
гибировать ферменты TDP1, TDP2, PARP1 и PARP2. Эф
фективных ингибиторов, действующих сразу на четыре 
фермента, обнаружить не удалось, но было показано, 
что эти соединения ингибируют TDP1. Исследованные 
в работе ДНК-лиганды способны ингибировать ДНК-за
висимые ферменты за счет связывания с двуцепочечной 
ДНК. Однако в настоящей работе мы показали, что они 
способны селективно ингибировать TDP1, поскольку экс-
перименты проводили в отсутствие двуцепочечной ДНК 
как альтернативной мишени. 

Результаты молекулярного докинга и анализа межмо-
лекулярных взаимодействий говорят в пользу того, что 
большинство исследованных соединений групп DB2P(n) и 
DB2Py(n) могут обладать высоким сродством к ферменту 
TDP1 и формировать устойчивые комплексы с его ката-
литическим центром. Для всех соединений предсказаны 
взаимодействия с ключевыми каталитическими остатками 
активного центра белка TDP1. 

Заключение
Изучено влияние димерных бис- и трисбензимидазолов 
на активность ферментов репарации ДНК – TDP1, TDP2, 
PARP1 и PARP2. Основные результаты показали, что все 
ингибиторы, кроме соединений серии DB3(n), эффективно 
ингибируют TDP1. Наиболее активными оказались со-
единения DB2Py(n) и DB3P(n), способные ингибировать 
TDP1 в субмикромолярном диапазоне концентраций. 
Исследуемые соединения демонстрируют высокую селек-
тивность, слабо влияя на активность других тестируемых 
ферментов.

Основываясь на результатах молекулярного докинга, 
мы сделали предположение, что активные ингибиторы 
локализуются в области ДНК-связывающего кармана 
TDP1 и могут формировать стабильные взаимодействия 
с каталитически важными остатками His263 и His493. Эти 
взаимодействия, вероятно, лежат в основе наблюдаемой 
высокой ингибирующей активности.

Важным результатом является также установление за-
висимости активности от структуры соединений. Димери-
зация оказала неоднозначное влияние на ингибирующий 
эффект: соединения серий DB2Pу(n) и DB3P(n) были 
существенно (на порядок) более активны, чем соответ-
ствующие мономеры; в серии DB2P(n) на ингибирующую 
активность повлияла не только димеризация, но и длина 
линкера и введение 1,4-пиперазина, несущего два по-
ложительных заряда в линкер. Серия DB3(n) оказалась 
неактивна, в отличие от мономера. Введение пиперази-
нового фрагмента в линкер в серии DB3P(n) привело к 
выраженной ингибирующей активности по сравнению 
с DB3(n) без такого фрагмента. Мы предполагаем, что 
усиление ингибирующего эффекта связано с введением 
двух положительных зарядов в линкер и увеличением 
числа возможных контактов лигандов с активным цен-
тром фермента. 

В целом на основании результатов настоящей работы 
могут быть предложены новые стратегии для разработ-
ки терапии онкологических заболеваний. Полученные 
данные также подчеркивают потенциал димерных ДНК-
лигандов как безопасных и эффективных инструментов 
для таргетной регуляции ферментов репарации ДНК.
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