
1

БиомишеньБиомишень--направленныйнаправленный скринингскрининг
ингибиторовингибиторов серинсерин--треониновыхтреониновых
протеинкиназпротеинкиназ -- потенциальныхпотенциальных

противораковыхпротивораковых ии
антибактериальныхантибактериальных лекарствлекарств
ШтильШтиль АА. . АА., ., ММ..НН..ПреображенскаяПреображенская, , ВВ..НН. . ДаниленкоДаниленко

ИнститутИнститут общейобщей генетикигенетики имим. . НН. . ИИ. . ВавиловаВавилова РАНРАН
НИИНИИ попо изысканиюизысканию новыхновых антибиотиковантибиотиков имим. . ГГ. . ФФ. . ГаузеГаузе РАМНРАМН
РоссийскийРоссийский онкологическийонкологический научныйнаучный центрцентр имим. . НН. . НН. . БлохинаБлохина РАМНРАМН

IV IV ВСЕРОССИЙСКАЯВСЕРОССИЙСКАЯ НАУЧНОНАУЧНО--ПРАКТИЧЕСКАЯПРАКТИЧЕСКАЯ КОНФЕРЕНЦИЯКОНФЕРЕНЦИЯ
««МЕДБИОТЕКМЕДБИОТЕК--44»»

МоскваМосква, 2 , 2 декабрядекабря 2008 2008 гг..

РуководительРуководитель проектапроекта:  :  профессорпрофессор ВВ..НН. . ДаниленкоДаниленко
ИнститутИнститут общейобщей генетикигенетики имим. . НН..ИИ. . ВавиловаВавилова РАНРАН, , МоскваМосква



2

ГруппаГруппа попо изучениюизучению протеинкиназпротеинкиназ
каккак терапевтическитерапевтически важныхважных

мишенеймишеней
ВВ..НН..ДаниленкоДаниленко ((ИОГенИОГен РАНРАН)): : концепцияконцепция, , 
новыеновые бактериальныебактериальные тесттест--системысистемы длядля
прескринингапрескрининга ингибиторовингибиторов киназкиназ, , проверкапроверка
активностиактивности in vitro in vitro нана панелипанели киназкиназ;;

MM..НН..ПреображенскаяПреображенская ((НИИНАНИИНА РАМНРАМН)): : 
синтезсинтез новыхновых ингибиторовингибиторов -- производныхпроизводных
индолилмалеимидовиндолилмалеимидов;;

AA..АА..ШтильШтиль ((РОНЦРОНЦ РАМНРАМН)): : новыеновые тесттест--
системысистемы вв опухолевыхопухолевых клеткахклетках
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ЕвропейскийЕвропейский консорциумконсорциум
‘‘Protein Protein KinasesKinases, Novel Drug Targets , Novel Drug Targets 

for Postfor Post--Genomic EraGenomic Era’’ (2007(2007--20092009):):

>30 >30 лабораторийлабораторий изиз 226 6 странстран;;
5 5 рабочихрабочих группгрупп, 272 , 272 участникаучастника;;
ПротеинкиназыПротеинкиназы каккак важнейшийважнейший языкязык
биологическойбиологической регуляциирегуляции; ; созданиесоздание мишеньмишень--
специфическихспецифических лекарствлекарств;;
ФинансированиеФинансирование European CommissionEuropean Commission
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TTестест--системысистемы длядля
скринингаскрининга ингибиторовингибиторов
серинсерин--треониновыхтреониновых ПКПК::

ActinobacteriaActinobacteria,,
опухолевыеопухолевые клеткиклетки

человекачеловека
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ТестТест--системасистема вв актинобактерияхактинобактериях

РК1212 РК2525 (PKCα – like)

AphVIIIAphVIII Ser 14Ser 1466P,  P,  KanKanrr (50 (50 мкгмкг//млмл))

СнижениеСнижение устойчивостиустойчивости кк канамицинуканамицину

клеточная стенка

ИнгибиторИнгибитор
ПКПК

Аминогликозидфосфотрансфераза APHVIII, Kans (5 мкг/мл)

сигнал

ИнгибиторИнгибитор
ПКПК
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ФосфорилированиеФосфорилирование SerSer146146

увеличиваетувеличивает активностьактивность APHVIIIAPHVIII

AVAEG AVAEG 
SS146146VDLEDVDLED

--фосфофосфо--Ser Ser вв
активационнойактивационной
петлепетле

S95

S160

S215
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ЛХТА-1313 активнее, чем Бис I

1313+Kan

Бис I+Kan

1313+Kan

Бис I+Kan

Kan

1313Бис I
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Новые производные ингибируют α-ПKC 
и снижают устойчивость Actinomyces

к канамицину

3-диалкиламинометил-
индолил-производные
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ПреимущественнаяПреимущественная активностьактивность
полианнелированныхполианнелированных производныхпроизводных

диазепинадиазепина длядля бактерийбактерий

1010±±22BisBis I I 
99±±1110e10e

1313±±0.50.544aa

7.57.5±±0.50.5BisBis VV

1313±±115b5b
1414±±114b4b

ДиаметрДиаметр зонызоны
лизисализиса, , мммм

CCоединениеоединение

Danilenko et al., 

J.Med.Chem., 2008

NO O

N N
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N N
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NO O

N N
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ТестТест--системасистема вв опухолевыхопухолевых клеткахклетках
ПротеинкиназаПротеинкиназа СС регулируетрегулирует
срочнуюсрочную активациюактивацию генагена MDRMDR1 1 
противоопухолевымипротивоопухолевыми препаратамипрепаратами;;
ВВ клеткахклетках лейкозалейкоза активацияактивацияMDRMDR11
регулируетсярегулируется изоформойизоформой альфаальфа;;
ИнгибиторыИнгибиторы αα--изоформыизоформы
предотвращаютпредотвращают активациюактивацию MDRMDR1? 1? 
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Срочная активация MDR1 
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АраС TPA

ERKs

PI-PLC

In

Плазматическая
мембрана

Активация гена MDR1  
Neomycin,
U73122

BAPTA/AM

Calphostin C,
Chelerythrine

салицилаты,
PDTC, TPCK

Out

elevated Ca2+ кальмодулин?

IP2 IP3 + DAG
PKC

NFκB

Стабилизация иРНК MDR1 
Активация транскрипции MDR1

Calmidazolium
chloride

PD 98059

JNK1/2

Ca2+

cенсор?
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НовоеНовое соединениесоединение ЛХТАЛХТА--1313 1313 –– болееболее
мощныймощный ингибиторингибитор αα--ПКСПКС, , чемчем БисБис II

5252+7+7ЛХЛХTATA--11331133

140140++1111БисБис I I 

ICIC5050, , нМнМСОЕДИНЕНИЕСОЕДИНЕНИЕ

АктивностьАктивность рекомбинантнойрекомбинантной киназыкиназы вв присутствииприсутствии СаСа2+2+ , , 
диолеинадиолеина, , фосфатидилсеринафосфатидилсерина, , [[γγ--3232РР]]АТФАТФ ии гистонагистона НН11
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ICIC5050 длядля ППKCKCαα

130130±±1919LCTALCTA--1314131455

114114±±1111LCTALCTA--1123112344

5252±±77LCTALCTA--1313131311

100100±±66BisBis--II1616

>250>250LCTALCTA--138813881515

>250>250LCTALCTA--136713671414

>250>250LCTALCTA--141714171313

>250>250LCTALCTA--139813981212

>250>250LCTALCTA--136513651111

>250>250LCTALCTA--122212221010

>250>250LCTALCTA--1122112299

175175±±3300LCTALCTA--1276127688

113355±±1122LCTALCTA--1212121277

130130±±1515LCTALCTA--1286128666

9494±±33LCTALCTA--1183118333

8989±±55LCTALCTA--1237123722

ICIC5050 ±± SD, SD, ннMMсоединениесоединение№№
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СелективностьСелективность ингибированияингибирования
ПКСПКС соединениемсоединением ЛХТАЛХТА--13131313

Киназа Остаточная
активность, %

РКСα 7±1*

РКСβI 4±2

РКСβII 18±2

РКСγ 11±5

РКСδ 31±2

РКСε 40±5

РКСθ 39±3

РКСι/λ 41±2

РКСζ 43±4

РКА 91±8
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ЛХТАЛХТА--1133113 3 предотвращаетпредотвращает
активациюактивацию генагена MDRMDR1 1 

0 25 50 75 100

untreated

Dox

Dox+1uM Bis I

Dox+2.5uМ Bis I

Dox+5uМ Bis I

Dox+1uМ 1313

Dox+2.5uМ 1313

Dox+5uМ 1313

activation, units
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Нетоксичные ингибиторы
предотвращают активацию MDR1 в

клетках лейкоза K562 
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X

LCTA-1237, 1212,
1183, 1313

N
O

O

N N

Me

Me2N
LCTA-1276



20

ОсновныеОсновные структурыструктуры, , 
использованныеиспользованные длядля химическиххимических

модификациймодификаций
% % подавленияподавления, 10 , 10 мкмкMM

N O

O

HN
NH

HN

PIM1 - 9; PIM3 - 13;
PKCa - 30; FGF-R1 - 31
IC50 2.3 mcM (L1210)

LCTA-804

H
NO O

N

NH

PIM1 - 13; PIM3 - 9; HIPK2 - 14;
RSK1 - 29; SmMLCK - 24;
GSK3b - 26;; MARK3 - 34;
DYRK2 - 33;; PIM2 - 38;
IC50 40 mcM (HeLa cells)

LCTA-1086

H
N OO

N

N
H

PIM1 - 4; PIM3 - 18; GF-R1 - 17;
DYRK3 - 22; MST2 - 32;
IC50 40 mcM (HeLa cells)

LCTA-1186

H
N OO

N

N
H

DYRK3 - 11; PIM1 - 2; PIM2 - 7;
PIM3 - 6; MST2 - 12;HIPK2 - 16; 
Src - 21; FGF-R1 - 10; ROCK2 - 30; 
MARK3 - 32;  BRSK2 - 29;  PAK4 -
34; SYK -25; IC50 40 mcM

LCTA 1187

H
N OO

N

N
H

PIM1 - 17;

LCTA-1455
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ВыводыВыводы (I)(I)
СозданыСозданы новыеновые тесттест--системысистемы длядля
скринингаскрининга ингибиторовингибиторов серинсерин--
треониновыхтреониновых протеинкиназпротеинкиназ;;
ТестТест--системасистема вв ActinobacteriaActinobacteria основанаоснована нана
предотвращениипредотвращении фосфорилированияфосфорилирования
APHVIII APHVIII ии сенситизациисенситизации бактерийбактерий кк
аминогликозиднымаминогликозидным антибиотикамантибиотикам;;
ТестТест--системасистема вв опухолевыхопухолевых клеткахклетках
основанаоснована нана предотвращениипредотвращении активацииактивации
генагена MDRMDR11..
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ВыводыВыводы (II)(II)

СозданаСоздана библиотекабиблиотека оригинальныхоригинальных
ингибиторовингибиторов серинсерин--треониновыхтреониновых
протеинкиназпротеинкиназ нана основеоснове индолилмалеимидовиндолилмалеимидов;;

СкринингСкрининг химическойхимической библиотекибиблиотеки сс
использованиемиспользованием бактериальнойбактериальной ии
эукариотическойэукариотической тесттест--системсистем позволяетпозволяет
отобратьотобрать соединениясоединения--кандидатыкандидаты вв
антибактериальныеантибактериальные илиили противоопухолевыепротивоопухолевые
лекарствалекарства..
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