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ПОШУК ІНГІБІТОРІВ C¡JUN N¡КІНЦЕВИХ КІНАЗ ¦JNK¨ 
СЕРЕД 4¡N¡¦3¡ЦІАНОФЕНІЛ¨АМІНО¡ ТА 
4¡N¡¦4¡ЦІАНОФЕНІЛ¨АМІНОЗАМІЩЕНИХ ХІНАЗОЛІНІВ

Проведено дослідження JNK-інгібуючої активності синтезованих речовин – похідних 4-N-ариламіно-

заміщених хіназолінів на тлі введення активатора JNK ацетамінофену in vitro. Встановлено, що речовина 

006 (6,7-диметокси-4-N-(4-ціанофеніл)амінохіназолін) зменшує вміст фосфорильованої JNK, тобто попе-

реджає її активацію. При цьому спостерігається зниження активності АЛТ, викликане ацетамінофеном. 

Отримані дані свідчать, що захисна дія зазначеної речовини пов’язана не з антиоксидантною активністю, 

а з інгібуючим впливом на активацію JNK.
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ВСТУП
Спрямований пошук біологічно активних спо-

лук, що діють на заздалегідь визначену терапевтич-

ну мішень – сучасний напрямок створення новітніх 

лікарських засобів.

С-jun N-кінцеві кінази (JNK) – ферменти, що бе-

руть участь у передачі сигналів від клітинної мемб-

рани до ядра та апарату генної транскрипції та ві-

діграють ключову роль у розвитку багатьох захво-

рювань людини, зокрема, різних видів пухлин, сер-

цево-судинних розладів, діабету, шизофренії, пору-

шень імунітету [9, 10]. Як головні учасники внут-

рішньоклітинної мережі трансдукції поза- і внут-

рішньоклітинних сигналів JNK є регуляторами бага-

тьох клітинних процесів, у тому числі процесу регу-

лювання чутливості клітин до інсуліну.

Отримані експериментальні докази підтверджу-

ють наявність тісного зв’язку між активацією JNK та 

розвитком патологічних станів, пов’язаних з інсулі-

норезистентністю клітин, таких як ожиріння, ате-

росклероз, цукровий діабет [10].

Пошук нових молекул та розробка фармацевтич-

них засобів, здатних діяти як інгібітори JNK, є над-

звичайно актуальною проблемою, оскільки в сучас-

ному суспільстві спостерігається значне зростання 

таких глобальних захворювань людини, як цукро-

вий діабет 2-го типу і атеросклероз.

Одним із перспективних класів хімічних сполук, 

здатних інгібувати каталітичну активність кіназ, є 

похідні 4-N-ариламінозаміщених хіназолінів. Метою 

цього дослідження було вивчення потенційної актив-

ності ряду синтезованих речовин цієї групи щодо JNK. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
В якості об’єктів біологічних досліджень були обра-

ні 4-N-(3-ціанофеніл)аміно- та 4-N-(4-ціанофеніл)амі-

нозаміщені хіназоліни (табл. 1), які показали висо-

ку вірогідність бажаної активності при проведенні 

комп’ютерного прогнозування (сполуки 001-006).

Досліди проводили in vitro в інкубаційному сере-

довищі гепатоцитів щурів. Щурів лінії Wistar масою 

180-220 г утримували на стандартному раціоні віва-

рію НФаУ. При виконанні експериментів дотримува-

лись «Загальних етичних принципів експериментів 

на тваринах» (Україна, 2001), гармонізованих із «Єв-

ропейською конвенцією про захист хребетних тва-

рин, які використовуються для експериментальних 

та інших наукових цілей» (Страсбург, 1985). 

Виділення гепатоцитів проводили за модифіко-

ваним методом Seglen [8] із печінки самців щурів лі-

нії Wistar. Печінку подрібнювали, суспензію з фраг-

ментами печінки інкубували впродовж 1-2 хв, кліти-

ни фільтрували крізь нейлоновий сітчастий фільтр 

із діаметром пор 100 мкм. Гепатоцити витримували 

над льодом впродовж всього процесу. Кінцевий осад 

клітин переважно містив 90 % гепатоцитів. Далі клі-

тини інкубували в середовищі Кребса-Хенселейта впро-

довж 20 год при 37 °С в атмосфері О2/СО2 (95:5). 

Середовище інкубації гепатоцитів містило акти-

ватор JNK ацетамінофен (АРАР) у концентрації 2,5 мМ 

та досліджувані речовини в концентраціях 25, 50 або 

100 мкМ, або тільки досліджувані речовини. В інку-

баційному середовищі визначали активність аланін-© Колектив авторів, 2014
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амінотрансферази (АЛТ) із використанням стандарт-

них наборів реактивів фірми «Філісіт-Діагностика» 

(Дніпропетровськ, Україна). Вміст ТБК-реактивних 

продуктів визначали спектрофотометрично за до-

помогою реакції з тіобарбітуровою кислотою [2].

Для визначення рівня загальної JNK використо-

вували набір реактивів Total JNK Pan Specific DuoSet 

IC ELISA (R & D Systems, Inc., USA), для визначення 

рівня фосфорильованої JNK (р-JNK) – набір реактивів 

[pThr183/Tyr185] JNK1 / 2 EIA kit (Enzo Life Sciencies). 

Статистичну обробку отриманих даних проводи-

ли з використанням програми STATISTICA (StatSoft 

Inc., США, версія 6.0). Значимість міжгрупових відмін-

ностей оцінювали за t-критерієм Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
На першому етапі досліджень визначали вплив 

досліджуваних речовин на активність АЛТ у культу-

ральному середовищі гепатоцитів, а також їх дію на 

досліджуваний показник у присутності гепатоток-

сину APAP. Отримані результати наведені в табл. 2.

Нами було встановлено, що при інкубації ізольо-

ваних гепатоцитів у присутності досліджуваних ре-

човин активність АЛТ достовірно не змінюється.

Таблиця 1

ЗАГАЛЬНІ ФОРМУЛИ СПОЛУК, ДЛЯ ЯКИХ ПРОВЕДЕНІ ДОСЛІДЖЕННЯ JNK¡ІНГІБУЮЧОЇ АКТИВНОСТІ

4-N-(3-Ціанофеніл)амінозаміщені хіназоліни 4-N-(4-Ціанофеніл)амінозаміщені хіназоліни

Код речовини R Код речовини R1

001 R1=Cl, R2= H 002 R1=Cl, R2= H

003 R1= R2= H - 004 R1= R2= H 

005 R1= R2= OCH3 006 R1= R2= OCH3

Таблиця 2

ВПЛИВ ДОСЛІДЖУВАНИХ РЕЧОВИН І АЦЕТАМІНОФЕНУ НА АКТИВНІСТЬ АЛТ В ІНКУБАЦІЙНОМУ 
СЕРЕДОВИЩІ ГЕПАТОЦИТІВ ¦M±m, n=6, мкмоль/год*мл У ПЕРЕРАХУНКУ НА 1*106 КЛІТИН¨

Речовина Концентрація Речовина APAP + речовина

Інтакт 0,054±0,002

Контроль (твін) 0,054±0,003

APAP 0,126±0,024*

001 –

25 мкМ 0,053±0,002 0,066±0,021*

50 мкМ 0,055±0,001 0,119±0,019

100 мкМ 0,054±0,001 0,132±0,015

002 –

25 мкМ 0,055±0,001 0,138±0,019

50 мкМ 0,053±0,001 0,089±0,013*

100 мкМ 0,055±0,001 0,146±0,024

003 –

25 мкМ 0,054±0,002 0,116±0,016

50 мкМ 0,054±0,001 0,113±0,009

100 мкМ 0,053±0,001 0,129±0,019

004 –

25 мкМ 0,053±0,001 0,121±0,021

50 мкМ 0,054±0,001 0,120±0,018

100 мкМ 0,053±0,003 0,119±0,019

005 –

25 мкМ 0,053±0,002 0,115±0,013

50 мкМ 0,053±0,002 0,119±0,021

100 мкМ 0,053±0,002 0,122±0,014

006 –

25 мкМ 0,054±0,001 0,089±0,011*

50 мкМ 0,054±0,0015 0,067±0,017*

100 мкМ 0,054±0,0011 0,059±0,009*

* – Відхилення достовірне щодо інтактних (р ≤ 0,05); # – відхилення достовірне щодо АРАР (р ≤ 0,05).
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Відомо, що АЛТ є важливим гепатоспецифічним 

маркером цитолізу. Збільшення активності цього фер-

менту при інкубації клітин печінки може свідчити 

про порушення цілісності мембран ізольованих ге-

патоцитів [1]. Отримані нами дані щодо стабільного 

рівня активності АЛТ для досліджуваних речовин мо-

жуть свідчити про те, що дані речовини не чинять 

негативного впливу на мембрани гепатоцитів. Отри-

мані дані також можуть бути підтверджені даними 

щодо забарвлення ізольованих гепатоцитів. Резуль-

тати наведені в табл. 3.

Ацетамінофен (парацетамол, APAP) широко за-

стосовується як анальгетичний і піралгетичний за-

сіб, що спричиняє істотне ураження центральноло-

булярних областей печінки при передозуванні [3].

Одночасно АРАР широко застосовується як мо-

дельний токсин для з’ясування механізмів гепато-

токсичності та пошуку нових гепатопротекторів. То-

му механізми гепатотоксичності АРАР у достатній мірі 

вивчені. Так, було встановлено, що фосфорилюван-

ня і транслокація JNK є невід’ємною частиною вияв-

лення токсичної дії АРАР [4]. Активація JNK-кіназ під 

дією АРАР на ізольовані гепатоцити відбувається че-

рез 2 год експерименту [10]. Збільшення активності 

АЛТ корелює з токсичною дією АРАР і проявами ци-

тотоксичності [5].

Отримані результати свідчать про те, що речови-

ни 001, 002 і 006 достовірно знижують активність АЛТ 

у середовищі гепатоцитів, які інкубували в присут-

Таблиця 3

ВПЛИВ ДОСЛІДЖУВАНИХ РЕЧОВИН ТА АЦЕТАМІНОФЕНУ НА КІЛЬКІСТЬ ІЗОЛЬОВАНИХ ГЕПАТОЦИТІВ, 
ЗАБАРВЛЕНИХ ТРИПАНОВИМ СИНІМ ¦M±m, n=6, % ВІД ЗАГАЛЬНОЇ КІЛЬКОСТІ КЛІТИН¨

Речовина Концентрація Речовина APAP + речовина

Інтакт 97±3 – – –

Контроль (твін) 96±2 – – –

APAP 74±8* – – –

001 –

25 мкМ 98±2 92±6#

50 мкМ 96±4 81±8*

100 мкМ 93±7 75±4*

002 –

25 мкМ 95±4 73±1*

50 мкМ 98±3 93±5*#

100 мкМ 92±9 77±8*

003 –

25 мкМ 95±6 73±6*

50 мкМ 95±8 75±7*

100 мкМ 93±7 75±5*

004 –

25 мкМ 98±4 71±5*

50 мкМ 96±3 77±7*

100 мкМ 97±4 81±3*

005 –

25 мкМ 92±8 73±11*

50 мкМ 95±7 79±7*

100 мкМ 94±8 75±6*

006 –

25 мкМ 94±7 83±7*

50 мкМ 95±8 88±6*

100 мкМ 98±2 91±8*

* – Відхилення достовірне щодо інтактних тварин (р ≤ 0,05); # – відхилення достовірне щодо АРАР (р ≤ 0,05)

Таблиця 4

ДОСЛІДЖЕННЯ АНТИОКСИДАНТНОЇ 
АКТИВНОСТІ СИНТЕТИЧНИХ ПОТЕНЦІЙНИХ 

ІНГІБІТОРІВ JNK ЩОДО УТВОРЕННЯ 
ТБК¡РЕАКТИВНИХ ПРОДУКТІВ 

¦M±m, n=6, нмоль/мг БІЛКА¨

Умови експерименту
Значення

речовина концентрація

Інтакт 0,371±0,012

001

25 мкМ 0,333±0,011*

50 мкМ 0,415±0,024

100 мкМ 0,394±0,019

002

25 мкМ 0,350±0,014

50 мкМ 0,340±0,009*

100 мкМ 0,462±0,024

003

25 мкМ 0,569±0,028

50 мкМ 0,470±0,019

100 мкМ 0,400±0,023

004

25 мкМ 0,445±0,021

50 мкМ 0,525±0,025

100 мкМ 0,484±0,014

005

25 мкМ 0,427±0,009

50 мкМ 0,520±0,019

100 мкМ 0,330±0,023*

006

25 мкМ 0,393±0,024

50 мкМ 0,410±0,018

100 мкМ 0,393±0,017

* – Відхилення достовірне щодо інтактних тварин (р ≤ 0,05).



[58] Фармакологія

УКРАЇНСЬКИЙ БІОФАРМАЦЕВТИЧНИЙ ЖУРНАЛ, № 3 (32) 2014ISSN 2311-715X

ності АРАР. При цьому речовина 001 найбільш ефек-

тивно виявила себе в концентрації 25 мкМ, а речо-

вина 002 – в концентрації 50 мкМ (табл. 3), тоді як 

при вивченні речовини 006 спостерігалась концен-

траційна залежність: чим більша концентрація до-

сліджуваної речовини в середовищі інкубації, тим 

нижча активність ферменту АЛТ.

Зниження активності АЛТ у культуральному се-

редовищі може свідчити про те, що досліджувана ре-

човина гальмує токсичну дію АРАР, можливо, завдя-

ки інгібуванню сигнального шляху, пов’язаного з JNK. 

Це припущення підтверджується даними про те, що 

застосування специфічного інгібітора JNK антрапіра-

золону SP600125 зменшує активність АЛТ у середо-

вищі інкубації гепатоцитів з АРАР [6].

У той же час зменшення активності АЛТ може бути 

пов’язане з безпосередньою дією досліджуваних ре-

човин на плазматичну мембрану свіжовиділених клі-

тин, а саме, з її стабілізацією. 

Відомо, що активація JNK (котра відбувається при 

інкубації з АРАР) супроводжується розвитком окси-

дативного стресу і у подальшому активацією пере-

кисного окиснення.

Тому наступним етапом наших досліджень було 

вивчення антиоксидантної активності досліджуваних 

речовин. Отримані результати наведені в табл. 4. 

Отримані дані свідчать про те, що деякі з дослі-

джуваних речовин (001, 002 і 005) виявляють анти-

оксидантні властивості, тоді як речовини 003, 004 і 

006 таку активність не виявляють. Слід також зазна-

чити, що максимальну антиоксидантну активність 

речовини 001 і 002 виявляють у концентрації 25 мкМ, 

а при збільшенні концентрації досліджуваної речо-

вини в пробі дана активність зменшується. Таким чи-

ном, досліджувані речовини 001 і 002 за дослідже-

ною ознакою виявляють антиоксидантну активність 

при низьких концентраціях, а в більших – відігра-

ють роль прооксидантів (табл. 4).

Враховуючи той факт, що речовини 001 і 002 

виявляють антиоксидантну активність, зменшення 

активності АЛТ у культуральному середовищі гепа-

тоцитів при інкубації клітин з даними речовинами 

(табл. 3) можна пояснити їх безпосередньою стабі-

лізуючою дією на плазматичну мембрану. 

Таким чином, отримані результати дозволяють 

зробити припущення, що саме речовина 006 може 

впливати на активність JNK у клітинах. Тому метою 

наступного етапу експерименту була перевірка ви-

сунутого припущення.

Так, нами було встановлено, що АРАР не змінює 

загального рівня JNK в клітинах печінки, проте спри-

чиняє її активацію, про що свідчить підвищення рівня 

р-JNK (табл. 5). Внесення речовини 006 до середовища 

інкубації гепатоцитів зменшує вміст р-JNK (табл. 5), 

що свідчить про інгібування JNK.

ВИСНОВКИ
Таким чином, проведені дослідження показали:

• Сполуки 001, 002 і 005 виявляють антиоксидант-

ні властивості, сполуки 003, 004 і 006 не вияв-

ляють антиоксидантної активності.

• Сполука 006 зменшує активність АЛТ в інкуба-

ційному середовищі гепатоцитів на тлі дії АРАР 

та зменшує вміст р-JNK на тлі введення АРАР.

У результаті біологічних досліджень in vitro вста-

новлено, що речовина 006 (6,7-диметокси-4-N-(4-ціа-

нофеніл)амінохіназолін) здатна суттєво впливати на 

активність JNK-кіназ та є перспективною сполукою 

для подальших досліджень in vivo.
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