
Вступ. Протеїнкіназа CK2 належить до
сімейства серин�треонінових протеїнкіназ і
присутня практично в усіх еукаріотичних
клітинах. Негативний вплив CK2 на механізми
контролю апоптозу, підвищена активність цієї
протеїнкінази у тканинах з прискореною
проліферацією та багатьох пухлинах дає змо�
гу розглядати її як суттєвий фактор процесів
росту пухлин [1—3]. Відома також значна роль
CK2 у перебігу запальних процесів [4]. Тому,
на наш погляд, пошук нових її інгібіторів
залишається актуальним. 

Інгібітори CK2 знайдено серед похідних
бензотріазолів [5], бензимідазолів [6], ант�
рахінонів, хромонів [7], хіназолонів [8] і
заміщених сульфамідів. Серед 4�амінохіна�
золінів досліджено лише взаємодію 4�(3�хло�
роаніліно)�6,7�диметоксихіназоліну�тирфос�
тину AG1478 (ІС50=25,9 µМ) з CK2 [9]. Урахо�
вуючи високий рівень активності AG1478 по
відношенню до  СК2, метою нашої роботи був

пошук ефективних інгібіторів казеїнкінази се�
ред 4�амінохіназолінів.

Матеріали і методи. Похідні 4�амінохіна�
золіну, не заміщені в другому положенні, було
синтезовано з відповідних антранілових кис�
лот, а похідні, заміщені в другому поло�
женні, — з антраніламіду [10—13] (схема 1).
Спектри ПМР синтезованих сполук наведено
у віртуальному додатку до журналу
www.bioorganica.org.ua. 

Передбачення геометрії потенційних
інгібіторів СК2 здійснено за допомогою ав�
торської програми Topbuilder і напівемпірич�
ного розрахункового методу АМ1 пакета кван�
тово�механічних розрахунків GAMESS [14].
Оптимізацію 3�D структури СК2 людини
(www.pdb.org) проведено у вакуумі за допомо�
гою алгоритму steepest descent силовим полем
GROMOS FF, реалізованим у пакеті молеку�
лярної динаміки GROMACS [15]. Часткові за�
ряди атомів рецептора розраховано за допо�
могою AMBER FF. Для молекулярного докінгу
та скорингу лігандів використано пакет DOCK
4.0 [16]. Для дослідження in vitro відібрано
сполуки з високими енергіями зв'язування з
рецептором. 
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Контроль за проходженням реакції та чис�
тотою синтезованих сполук здійснювався хро�
матографічно на пластинах «Silufol UV�254»,
елюент: хлороформ�метанол (95:5). Структуру
одержаних сполук доведено за допомогою
спектрів 

1
Н�ЯМР, записаних в ДМСО�D6 на

приладі «Varian VXR�300» з робочою часто�
тою 300 МГц і внутрішнім стандартом — тет�
раметилсиланом.

Біологічне тестування проводилося з вико�
ристанням АТФ, CK2 людини (рекомбінантна,
Biolabs). Як контроль використовували квер�
цетин. Радіоактивність вимірювалася сцинти�
ляційним лічильником (Rack Beta, Pharma�
cia).

Методика визначення ступеня інгібуван�
ня CK2. До 30 µl буферного розчину (20 mM
Tris*HCl, pH 7,5; 50 mM KCl; 10 mM MgCl2) до�
давали 32P γ�ATP до отримання специфічної
активності 100 µCi/µM, 10 одиниць CK2 та не�
обхідну для отримання концентрації 30 µМ
кількість тестованої речовини. Суміш витри�
мували при температурі 30 °С протягом 20
хвилин, потім додавали 50 мл 10 %�ої H3PO4,
наносили на фосфатоцелюлозний фільтр і
тричі промивали його 1 %�м розчином H3PO4.
Фільтр висушували на повітрі та визначали
ступінь включення 32P за допомогою сцинти�
ляційного лічильника без додавання сцинти�
лятора (за Черенковим). Ступінь інгібування
CK2 визначали за співвідношенням включен�
ня 32P до АТР при додаванні інгібітора та за йо�
го відсутності.

Результати і обговорення. Для пошуку но�
вих інгібіторів CK2 було зроблено рецептор�
орієнтований віртуальний скринінг 1000
похідних 4�амінохіназоліну. Докінг сполук

проведено в сайт цієї кінази, який зв’язує
АТФ. На основі порівняльної оцінки розрахо�
ваних програмою DOCK енергій зв’язування
лігандів з рецептором для подальшого синтезу
та біологічного тестування було відібрано 75
сполук. Структури похідних 4�амінохіна�
золіну 1.1—1.75 і дані біологічного скринінгу
(залишкова активність CK2 при концентрації
сполук 33 µМ) подано в таблиці 1. 

Як видно з таблиці, 26 похідних 4�амінохі�
назоліну (34,6 % тестованих) інгібують ак�
тивність CK2 більш як на 50 % (IC50 < 33 µM).
Сполуки, для яких активність цієї протеїн�
кінази не перевищувала 30 % при концентрації
33 µМ, тестувалися додатково. Значення IC50

цих сполук лежать у межах від 7,7 до 20 µМ.
Аналіз комплексу сполуки 1.57 з СК2, отри�

маного методом молекулярного докінгу
(рис. 2), дав змогу передбачити тип зв’язуван�
ня похідних 4�амінохіназоліну з сайтом СК2,
що зв’язує АТФ, та пояснити вплив замісників
на активність тестованих сполук. 

Слід зазначити, що взаємодія ліганду 1.57 з
активним сайтом СК2 (рис. 2а) головним чином
відбувається за рахунок гідрофобних контактів.
Основний внесок в енергію зв’язування ліганду
з СК2 дає хіназолінове ядро, яке має гідрофобні
контакти з 8 амінокислотними залишками
АТФ�акцепторного сайту (Lys68, Glu81, Leu85,
Ile95, Phe113, Ile174, Trp176, Asp175) (рис. 2б).
Найважливіші серед них — взаємодія з Phe113
(стекінг з ним сприяє додатковій стабілізації),
Asp175 та Ile174, останній з яких є ключовим
для СК2 і певною мірою відповідає за селек�
тивність зв’язування лігандів. Саме щільна
фіксація хіназолінового ядра в сайті СК2, який
зв’язує АТФ, пояснює, чому серед похідних
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Схема 1
Синтез похідних 4�амінохіназоліну 

*R=H,Alkyl,Ar,CO2Et,CONHr; R1= Alkyl,Ar,Het; R2= H,Me,Br,I
a — HCONH2, кип’ятіння (R=H, X=OH); b — 1. RCOCl, Py 2. 200 °C (R=H, X=NH2);  c — POCl3, PCl5; 
d — R1NH2, DMF.
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Таблиця 1
Структури похідних 4�амінохіназоліну 1.1—1.75 і дані біологічного скринінгу 

(залишкова активність CK2 при концентрації сполук 33 µМ) 



4�амінохіназоліну виявлено значну кількість
сполук, які суттєво впливають на активність
СК2 in vitro. 

Замісник R1 у другому положенні хіна�

золіну, у даному випадку 3�метилфеніл, має
слабкі гідрофобні контакти з Asp175 та
Ile174, тому варіації замісників у цьому по�
ложенні не призводять до значної зміни ак�
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1.47 4�нітрофеніл H 3�ацетилфеніл H H H H 89
1.48 4�нітрофеніл H 3�нітрофеніл H H H H 66
1.49 4�нітрофеніл H 4�карбоксифеніл H H H H 20 17 
1.50 4�нітрофеніл H 3�карбоксифеніл H H H H 28 20 
1.51 4�метилфеніл H 4�морфолінофеніл H H H H 51 
1.52 4�метилфеніл H 4�метокси�5�хлорофеніл H H H H 68
1.53 4�метилфеніл H 4�карбоксифеніл H H H H 18 15 

1.54 H H 3�(2�хлоробензоїлокси)
феніл H H H H 78 

1.55 H H 3�(2�тіенилокси)феніл H H H H 57 

1.56 H 1,3,3�триметил� 
6�азабіцикло[3.2.1]октил H Br H H 37 

1.57 3�метилфеніл H 4�карбоксифеніл H H H H 12 7,7 
1.58 3�метилфеніл H 3�карбоксифеніл H H H H 12 14 
1.59 3�метилфеніл H 4�(1�піперидино)феніл H H H H 93 
1.60 4�метоксифеніл H 1�пропіл H H H H 85 
1.61 H H 4�ацетамідофеніл H Br H H 102 
1.62 H H 3�нітрофеніл H I H H 68 
1.63 H H 4�ацетамідофеніл H I H H 62 
1.64 4�хлорофеніл H 2�гідрокси�5�метилфеніл H H H H 62 
1.65 феніл H 4�ацетамідофеніл H H H H 74 
1.66 H H 4�(4�хлоробензило)�ксифеніл H H H H 59

1.67 H H 4�карбомоїл�2�бутанова  
кислота H H H H 105 

1.68 феніл H трет�бутилкарбоксіетанол�2 H H H H 83
1.69 феніл H 2�тіенілкарбоксіетанол�2 H H H H 36

1.70 4�хлорофеніл H 2�метокси�5�діетиламіносуль�
фамоїлфеніл H H H H 12 19 

1.71 феніл H 2�метокси�5�діетиламіносуль�
фамоїлфеніл H H H H 40 

1.72 H H 4�(1,5�диметил�2�
фенілпіразолон�3�іл) H Br H H 90 

1.73 CO2Et H 4�хлорофеніл H H H H 32 

1.74 4�метилфеніла�
мінокарбамоїл H 4�метилфеніл H H H H 66 

1.75 1�нафтиламіно�
карбамоїл H 1�нафтил H H H H 68 

Рис. 2 (а, б). Сполука 1.57 у сайті CK2, який зв’язує ATФ (модель комплексу, отримана методом мо�
лекулярного докінгу).

а б



тивності похідних 4�амінохіназоліну стосов�
но СК2.

Дослідження показало, що значний вплив
на активність хіназолінів має замісник R3.
При взаємодії лігандів з СК2 він утворює
гідрофобні контакти з амінокислотними за�
лишками сайту зв’язування АТФ (у випадку
ліганду 1.57 це Val66, Phe113, Val116, Met163
та Ile174), що додатково стабілізують ком�
плекс. Серед тестованих похідних 4�амінохі�
назоліну найбільшу активність по відношенню
до СК2 виявляють сполуки з R3 = 4� або 3�кар�
боксифеніл. Це, очевидно, пояснюється тим,
що карбоксигрупа знаходиться у зоні зв’язу�
вання фосфатної групи АТФ і є сольватова�
ною. Тому вода створює менший тиск як на
гідрофільну карбоксигрупу, так і на дес�
табілізацію ліганду в цілому (рис. 2а). Вища ак�
тивність амінохіназолінів з R3�4�карбокси�
фенілом у порівнянні зі сполуками, що містять

3�карбоксифеніл, можливо, обумовлена до�
датковою (крім контактів з Val66 і Val116)
взаємодією 4�карбоксигрупи з His115, чого не
спостерігається у випадку сполук з R3�3�кар�
боксифенілом (рис. 2б). 

Висновки. Для пошуку інгібіторів СК2 лю�
дини проведено рецептор�орієнтований вірту�
альний скринінг 1000 похідних 4�амінохіна�
золіну. Для синтезу та біологічного тестування
було відібрано 75 сполук. Установлено, що 26 із
них (34,6 %) при концентрації 33 µМ інгібують
активність CK2 більш як на 50 % (IC50 < 33 µM).
Найактивнішим інгібітором виявився 2�(3�ме�
тилфеніл)�4�(4�карбоксифеніламіно)хіназолін
1.57 (IC50 = 7,7 µМ). Аналіз комплексу сполуки
1.57 з СК2, отриманого методом молекулярно�
го докінгу, дав змогу передбачити тип зв’язу�
вання похідних 4�амінохіназоліну з АТФ�ак�
цепторним сайтом СК2 та пояснити вплив
замісників на активність тестованих сполук.
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Abstract. 75 compounds from combinatorial library of 4�aminoquinazoline derivatives have been chosen using

receptor�based virtual screening technology for studying their CK2 inhibition activity. It has been shown that 9 sub�
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