
Вступ. Казеїнкіназа 2 (СК2) належить до
родини серин�треонінових протеїнкіназ. Це
одна з перших відкритих протеїнкіназ, проте
остаточно її функції не досліджено. На сьо�
годні показано, що протеїнкіназа СК2 залуче�
на до процесів реплікації ДНК, транскрипції
генів, росту клітин та апоптозу [1, 2]. З�поміж
більш ніж 300 субстратів є білки, що забезпе�
чують функціонування нуклеїнових кислот і
задіяні в процесі трансляції, фактори тран�
скрипції, білки сигнальної трансдукції, білки
цитоскелета, ферменти метаболізму [3]. На�
декспресія СК2 зумовлює розвиток ряду пато�
логій, серед яких онкологічні захворювання [4,
5], хвороба Альцгеймера [6], гломерулонефрит
[7], запальні процеси [8], деякі вірусні інфекції,

діабет�асоційовані захворювання очей [9]. З
огляду на це протеїнкіназа СК2 є важливою
фармакологічною мішенню, а її інгібітори мо�
жуть стати основою для розроблення протира�
кових, противірусних і протизапальних пре�
паратів.

Метою роботи став пошук нових інгібіторів
протеїнкінази СК2 серед функціональних за�
міщених тетразоло[1,5�c]�, триазоло[1,5�c]� та
триазино[2,3�c]хіназоліну з використанням
методів комп’ютерного моделювання і біохі�
мічних тестів.

Матеріали і методи. 
ППііддггооттооввккаа  ммооллееккуулл  ллііггааннддіівв  ттаа  ррееццееппттоо��

рраа.. Рецептор�орієнтований гнучкий докінг
проводили пакетом програм «Autodock 4.2.6»
[10]. Ліганди і макромолекула готували в прог�
рамних пакетах «Vega ZZ (command line)» [11]
та «MGL Tools 1.5.6» [10].

Програма «Autodock» працює з молекула�
ми лігандів і рецептора у форматі PDBQT, що
містить координати атомів та часткові заряди.
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Конвертація файлів лігандів із формату Mol2 у
PDBQT здійснювалась програмою «Vega» із
видаленням воднів у неполярних атомів та до�
даванням силового поля AUTODOCK. Переве�
дення рецептора з формату PDB у PDBQT та
формування карт для докінгу здійснювалось у
програмах «MGL Tools» і «AutoGrid».

ГГннууччккиийй  ддооккііннгг.. Мішенню для докінгу було
обрано каталітичну субодиницю протеїнкінази
СК2, яку кристалізували з AMPPN (код крис�
талу PDB банку 3NSZ) [12]. З файлу PDB було
видалено молекули води, іони та ліганд.

Встановлено такі параметри докінгу: крок
поступального руху дорівнював 2 A, кут ква�
терніону — 50°, торсійний кут — 50°. Ступінь
торсійної свободи і коефіцієнт становили від�
повідно 2 і 0,274. Толерантність кластеру —
2C. Зовнішня енергія решітки — 1000, макси�
мальна початкова енергія — 0, максимальне
число спроб — 10 000. Число структур у попу�
ляції — 300, максимальне число етапів оцінки
енергії — 1 000 000, максимальне число гене�
рацій — 27 000, кількість структур, які пере�
ходять до наступної генерації, — 1, рівень ген�
ної мутації — 0,02, рівень кросовера — 0,8,
спосіб кросовера — арифметичний. α�Пара�
метр розподілу Гауса дорівнював 0, β�пара�
метр розподілу Гауса — 1. Кількість ітерацій
генетичного алгоритму�пошуку Ламарка до�
рівнював 10 для кожного ліганду.

ВВііззууааллььнниийй  ааннаалліізз.. Візуальний аналіз взає�
модії сполук з амінокислотними залишками
АТР�зв’язувальної кишені протеїнкінази СК2
проводили в програмі «Discovery Studio Visua�
lizer 4.0» [13].

ТТеессттуувваанннняя  iinn  vviittrroo.. Для тестів in vitro ви�
користовували кіназний домен СК2 людини,
експресований у клітинах комах Sf21 (Upstate
Millipore). Інгібувальну активність досліджу�
ваних сполук відносно протеїнкінази СК2 ви�
значали за включенням радіоактивного фос�
фору в пептидний субстрат при його фосфори�
люванні кіназою в присутності γ�32P�АТФ [14]. 

Загальний об’єм реакційної суміші стано�
вив 30 мкл. Спочатку до 3 мкл реакційного бу�
феру (готується додаванням 200 мM Tris�HCl
(pH 7,5), 500 мM KCl, 100 мM MgCl2) додавали
0,5 мкл розчину пептидного субстрату (RRRD�
DDSDDD (New England Biolabs), 135 µM),
15,5 мкл води і 0,05 мкл розчину протеїнкінази

(0,01 відносної протеїнкіназної активності).
Потім вносили 1 мкл інгібітора потрібної кон�
центрації та через 3 хв запускали реакцію до�
даванням до 20 мкл об’єму реакційної суміші
ще 10 мкл розчину 150 мкM ATP, який також
містив 1 мікрокюрі γ�32P�АТФ. Кінцева концен�
трація АТФ у реакційній суміші становила
50 мкМ. Реакційну суміш інкубували 30 хв при
30 °С. Реакцію зупиняли додаванням 8 мкл 5 %
фосфорної кислоти. Увесь об’єм проби перено�
сили на фосфоцелюлозні фільтри «Whatman
P81», які тричі по 5 хв промивали 0,75% фос�
форною кислотою. Фільтри висушували, їх
радіоактивність вимірювали на сцинтиляцій�
ному лічильнику «Perkin Elmer Tri�Carb 2800�
TR». Пробу з 1 мкл ДМСО (кінцева концент�
рація становила 3,8 %) замість інгібітора вико�
ристовували як негативний контроль. Ступінь
інгібування протеїнкінази визначали за спів�
відношенням включення 32Р за додавання інгі�
бітора і за його відсутності.

Для сполук, які за концентрації їх у реак�
ційній суміші 33 мкМ зменшували активність
кінази більш ніж на 80 % від контролю, будува�
ли титрувальні криві залежності активності
ферменту від концентрації інгібітора. За цими
кривими встановлювали значення ІС50. 

ММееттооддииккии  ссииннттееззуу.. Загальний метод син�
тезу N�заміщених 2�([1,2,4]триазоло[1,5�c]хі�
назолін�2�ілтіо)ацетамідів (етиловий естер
4�(2�([1,2,4]триазоло[1,5�c]хіназолін�2�ілтіо)�
ацетамідо)бензойної кислоти — сполука 5,
2�([1,2,4]триазоло[1,5�c]хіназолін�2�ілтіо)�N�
(m�толіл)ацетамід — сполука 6) описано в [15].

До суспензії 5 ммоль (1,2 г) калій [1,2,4]три�
азоло[1,5�c]хіназолін�2�тіолату, одержаного
згідно з [16], у 10 мл пропанолу�2 додають
6 ммоль відповідного 2�хлорацетаміду. Суміш
кип’ятять протягом 2 год, охолоджують та ви�
ливають у воду. Осад, що утворився, відфільт�
ровують і сушать. За необхідності кристалізу�
ють із відповідного розчинника.

Загальний метод синтезу N�заміщених
2�(тетразоло[1,5�c]хіназолін�5�ілтіо)ацета�
мідів (N�(2�((1,3,4�тіадіазол�2�іл)аміно)�2�ок�
соетил)�2�(тетразоло[1,5�c]хіназолін�5�ілтіо)�
ацетамід — сполука 1, N�(6�хлоробензо[d]тіа�
зол�2�іл)�2�(тетразоло[1,5�c]хіназолін5�ілтіо)�
ацетамід — сполука 2 і N�(6�метоксибензо[d]�
тіазол�2�іл)�2�(тетразоло[1,5�c]хіназолін5�

Похідні тетразоло[1,5�c]хіназолінів як нові інгібітори протеїнкінази СК2
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Сполука Хімічна формула 

Залишкова активність 
протеїнкінази СК2 

за концентрації інгібітора 
33,3 мкМ, % 

IC50, мкМ 

1 82 – 

2 5 5,30 

3 3 4,9 

4 41 – 

5 76 – 

6 82 – 

7 20 33,00 

8 4 n/a 

9 80 – 

Таблиця 1
Результати біохімічного тестування



ілтіо)ацетамід — сполука 3) подібний до мето�
дики [17].

До суспензії 5 ммоль калій тетразоло[1,5�с]�
хіназолін�5�тіолату, одержаного згідно з [18], у
20 мл пропанолу�2 додають 5 ммоль відповід�
ного 2�хлорацетаміду. Суміш кип’ятять протя�
гом 2 год, охолоджують і виливають у воду.
Осад, що утворився, відфільтровують та вису�
шують. За необхідності кристалізують із від�
повідного розчинника.

Загальний метод синтезу 2�((3�R�2�оксо�
2H�[1,2,4]триазино[2,3�c]хіназолін�6�іл)�
тіо)ацетамідів (2�((2�оксо�3�феніл�2H�[1,2,4три�
азино[2,3�c]хіназолін�6�іл)тіо)ацетамід — спо�
лука 8 і N�(2�фторбензил)�2�((3�метил�2�ок�
со�2H�[1,2,4]триазино[2,3�c]хіназолін�6�іл)�
тіо)ацетамід — сполука 9) описано в [19].

До суспензії 5 ммоль калій 3�R�2�оксо�2H�
[1,2,4]триазино[2,3�c]хіназолін�6�тіолату,
одержаного згідно з [20], у 20 мл пропанолу�2
додають 5,5 ммоль відповідного 2�хлорацета�
міду. Суміш кип’ятять протягом 2 год, охоло�
джують. Осад, що утворився, відфільтровують
і сушать. За необхідності кристалізують із від�
повідного розчинника.

Метод синтезу 3�(4�нітробензил)�2H�
[1,2,4]триазино[2,3�c]хіназолін�2�ону (сполу�
ка 7) описано в [21]. 

До розчину 5 ммоль (0,8 г) 4�гідразинохіна�
золіну в оцтовій кислоті додають 5 ммоль
(1,185 г) етилового естеру 3�(4�нітрофеніл)�2�
оксопропанової кислоти. Суміш кип’ятять
протягом 4 год, розчинник видаляють у ваку�
умі, додають 20 мл метанолу. Утворений осад
фільтрують.

Метод синтезу 4�([1,2,4]триазоло[1,5�c]хі�
назолін�2�іл)фенолу (сполука 4) описано в
[22].

До 5 ммоль 4�гідрокси N’�(хіназолін�4(3H)�
іліден)бензогідразиду додають 10 мл оцтової
кислоти та кип’ятять протягом 6 год. Розчин�
ник видаляють за допомогою вакууму, дода�
ють 20 мл метанолу. Осад, що утворився, від�
фільтровують і сушать. 

Результати й обговорення. Для пошуку
інгібіторів протеїнкінази СК2 було проведено
рецептор�орієнтований віртуальний скринінг
бібліотеки низькомолекулярних органічних
сполук, що налічувала 1520 сполук. За допомо�
гою програми Autodock розрахували енергії

взаємодії з АТР�зв’язувальним сайтом про�
теїнкінази СК2. Для біохімічного тестування
відібрали 9 сполук із найкращими показника�
ми енергій зв’язування комплексів «рецеп�
тор—ліганд». Відібрані речовини відносилися
до трьох хімічних класів — 2�([1,2,4]триазоло�
[1,5�c]хіназоліни, 2�(тетразоло[1,5�c]хіназолін�
5�ілтіо)ацетаміди, 2H�[1,2,4]триазино[2,3�c]хі�
назолін�2�они.

Ці сполуки було протестовано за їх концен�
трації в реакційній суміші в 33 мкМ. Актив�
ність проявили 2�(тетразоло[1,5�c]хіназолін�5�
ілтіо)ацетаміди та 2H�[1,2,4]триазино[2,3�c]хі�
назолін�2�они. При інгібуванні СК2 сполукою 2
залишкова активність кінази становила 5 %,
сполукою 3 — 3 %, сполукою 7 — 20 %, сполу�
кою 8 — 4 %. Для цих сполук побудовано тит�
рувальні криві та встановлено значення ІС50.
2H�[1,2,4]триазино[2,3�c]хіназолін�2�они вия�
вилися малоактивними — сполука 7 мала
ІС50=33 мкМ, а сполука 8 була неактивною. 2�
(Тетразоло[1,5�c]хіназолін�5�ілтіо)ацетаміди
були активними: сполука 2 мала ІС50=5,3 мкМ,
сполука 3 — ІС50=4,9 мкМ (табл. 1).

Ці інгібітори є перспективними для розроб�
ки на їх основі більш активних і селективних
інгібіторів. З цією метою ми ретельно вивчили
комплекси АТФ�зв’язувального сайту СК2 та
сполук 2 і 3, отримані при молекулярному до�
кінгу, та запропонували для них способи зв’я�
зування «ліганд—рецептор».

Сполука 2 утворює зв’язки з ключовими
амінокислотними залишками АТФ�зв’язу�
вального сайту СК2. 6�Хлоро�1,3�бензотіазо�
ловий замісник утворює гідрофобні зв’язки
(π�алкіл, π�σ) з Leu45, Glu46, Val53. Тетразо�
ло[1,5�c]хіназоліновий гетероцикл утворює
гідрофобні зв’язки (π�алкіл, π�π) з Val66,
Lys68, Phe113, Ile174, Ile95 і некласичний вод�
невий зв’язок з Asp175 (між π�хмарою тетра�
золу й амідною групою амінокислотного за�
лишку) (рис. 1).

Сполука 3 має подібний механізм зв’язу�
вання з АТФ�зв’язувальним сайтом СК2, як у
сполуки 2. Інгібітор зміщений у сторону хінж�
ділянки, з якою є водневий зв’язок між киснем
метоксигрупи ліганду та аміногрупою Asn118.
Зникли π�π�зв’язки між тетразоло[1,5�c]хіна�
золіновим гетероциклом і Phe113, з’явилися
нові гідрофобні зв’язки з Lys68 та зв’язок між

Похідні тетразоло[1,5�c]хіназолінів як нові інгібітори протеїнкінази СК2
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π�хмарою 6�метокси�1,3�бензотіазолового за�
місника і сульфуром Met163. Ці зв’язки, зо�
крема водневий зв’язок із хінж�ділянкою,
вплинули на поліпшення активності сполуки 3
(рис. 2).

Висновки. За допомогою віртуального ре�
цептор�орієнтованого скринінгу та біохімічно�
го тестування знайдено нові інгібітори проте�

їнкінази серед похідних 2�(тетразоло[1,5�c]хі�
назолін�5�ілтіо)ацетамідів. 

Найактивніша сполука — N�(6�метокси�
бензо[d]тіазол�2�іл)�2�(тетразоло[1,5�c]хіна�
золін5�ілтіо)ацетамід — мала ІС50=4,9 мкМ. Ці
інгібітори можуть слугувати основою для роз�
робки більш активних та селективних інгібіто�
рів протеїнкінази СК2.

С.А. Старосила та ін.
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Рис. 1. Механізм зв’язування сполуки 22 з актив�
ним центром протеїнкінази СК2. Оливковими
пунктирними лініями позначено некласичні
водневі зв’язки, фіолетовими — гідрофобні π�σ�
зв’язки, блідо�рожевими — гідрофобні  π�алкіл�
зв’язки, рожевими — гідрофобні π�π�зв’язки.

Рис. 2. Механізм зв’язування сполуки 33 з актив�
ним центром протеїнкінази СК2. Зеленими
пунктирними лініями позначено класичні вод�
неві зв’язки, фіолетовими — гідрофобні π�σ�
зв’язки, блідо�рожевими — гідрофобні π�алкіл�
зв’язки, жовтими — π�сульфур зв’язки.

Derivatives of tetrazolo[1,5�c]quinazolines as novel protein kinase CK2 inhibitors
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Summary. The search of CK2 inhibitors was performed by using virtual screening approach and in vitro kinase
assay. We have found 2 compounds inhibiting protein kinase in micromolar range. The most active compound was
N�(6�methoxybenzo[d]thiazol�2�yl)�2�(tetrazolo[1,5�c]quinazolin�5�ylthio)acetamide (ІС50=4,9 µM). Binding mode for
tested inhibitors with CK2 ATP�binding site has been proposed.
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