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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

 

Актуальність теми. Відомо, що механізми багатьох клітинних процесів 

та функціонування білкових молекул залежать від стану їх фосфорильованості, 

що регулюється протеїнкіназами і протеїнфосфатазами, які активують або 

пригнічують окремі стадії внутрішньоклітинної та міжклітинної сигналізації 

[Cheng H.C. et al., 2011]. Протеїнтирозинфосфатази (РТРази) як модулятори 

сигнальної трансдукції каталізують гідроліз фосфатного залишку тирозину в 

білках. Гіперекспресія, мутації чи інші зміни в активності РТРаз можуть 

сприяти розвитку патологій, включаючи рак, метаболічні та автоімунні хвороби 

[He R.J. et al., 2014]. Підвищена активність лужних фосфатаз (АРаз), які 

каталізують перенесення фосфатного залишку моноалкілфосфатів в рекціях 

гідролізу і трансфосфорилювання, спостерігається при патологіях кісткової 

системи, печінки та інших органів [Tung C. B. et al., 2005]. До класу фосфатаз 

відносяться і нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази (NPPази), що здатні 

каталізувати гідроліз пірофосфатних і фосфодіестерних зв'язків нуклеотидів та 

інших субстратів [Аl‐Rashida M. et al., 2014]. При цьому незначне зростання 

експресії NPPаз спричиняє порушення процесів ангіогенезу, кісткової 

мінералізації тощо [Goding J.W. et al., 2003]. 

Значна кількість синтетичних сполук, у тому числі і фосфонові кислоти 

як біоізостерні аналоги природних субстратів, виявляють інгібувальну здатність 

щодо фосфатаз. Раніше було встановлено, що фосфонові кислоти на платформі 

калікс[4]аренів і тіакалікс[4]аренів здатні інгібувати активність лужних 

фосфатаз [Vovk A. et al., 2004], протеїнтирозинфосфатази з Єрсинії [Vovk A. et 

al., 2010] і РТРаз людини [Trush V.V. et al., 2015]. Ці роботи привертають увагу 

через значне зростання ефективності інгібування завдяки синергічній дії 

макроциклічного скафолду і біоізостерних фрагментів фосфонових кислот. 

Тому з’ясування властивостей сульфонілкалікс[4]арену і його похідних було 

актуальним напрямом наших подальших досліджень, оскільки припускалося, 

що наявність сульфонільних фрагментів в структурі калікс[4]арену ще більше 

підвищуватиме його спорідненість до білкових молекул. 

Звязок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота була 

складовою частиною науково-дослідних робіт Інституту біоорганічної хімії та 

нафтохімії ім. В.П. Кухаря НАН України (тема 2.1.10.13-15 «Дослідження 

механізмів біологічної активності органічних сполук в модельних системах», № 

держреєстрації 0115U002593; тема ЦНП 9.1-12 «Розвиток методів синтезу, 

дослідження властивостей і механізмів дії нових потенційно біоактивних 

сполук», № держреєстрації 0112U002657; тема ЦПФД 1-17 «Синтези азотистих 

гетероциклів і фосфороорганічних сполук та дослідження їх біологічної 

активності», № держреєстрації  0117U000096). 

Мета і завдання дослідження. Метою дисертаційної роботи було 

встановлення закономірностей і механізмів дії потенційних інгібіторів 

фосфатаз на основі сульфонілкалікс[4]арену та вивчення спорідненості цього 
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макроциклічного скафолду до сироваткового альбуміну. Для досягнення цієї 

мети були поставлені наступні завдання:  

- з’ясування інгібувальної здатності сульфонілкалікс[4]арену, незаміщеного 

на верхньому вінці, відносно протеїнтирозинфосфатаз людини;  

- порівняння і встановлення закономірностей інгібування РТРаз 

фосфонатними та іншими похідними сульфонілкалікс[4]арену; 

- дослідження властивостей фосфінових кислот на платформі калікс[4]аренів 

як інгібіторів РТРаз; 

- вивчення впливу функціоналізованих сульфонілкалікс[4]аренів на 

активність нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1; 

- встановлення закономірностей зв’язування сульфонілкалікс[4]арену та його 

структурних аналогів з людським сироватковим альбуміном.  

Об’єкт  дослідження – похідні сульфонілкалікс[4]арену, калікс[4]арену 

та тіакалікс[4]арену як інгібітори протеїнтирозинфосфатаз і нуклеотидпіро-

фосфатази/фосфодіестерази 1. 

Предмет дослідження – закономірності і механізми біоактивності 

сульфонілкалікс[4]арену та його похідних стосовно фосфатаз, а також здатність 

до комплексоутворення з сироватковим альбуміном. 

Методи дослідження – ферментативна кінетика, спектрофотометрія та 

спектрофлуориметричний аналіз, молекулярний докінг, молекулярна динаміка. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше запропоновано 

використання сульфонілкалікс[4]арену як молекулярної платформи для 

конструювання інгібіторів фосфатаз. Встановлено здатність незаміщеного  

сульфонілкалікс[4]арену інгібувати протеїнтирозинфосфатазу MEG2 і меншою 

мірою впливати на активність інших ферментів із групи РТРаз. Серед похідних 

сульфонілкалікс[4]арену іоногенної та неіоногенної природи ідентифіковано 

інгібітори РТР1В, що діють селективно у порівнянні з впливом на ТС-РТР, 

MEG2, MEG1, SHP2 та PTPβ. Вперше виявлено перспективність фосфінових 

кислот на платформі калікс[4]аренів як інгібіторів людських РТРаз. При цьому 

сульфонілкалікс[4]арен із фрагментами метилен(феніл)фосфінової кислоти був 

найефективнішим, а відповідна похідна тіакалікс[4]арену демонструвала 

найкращу селективність щодо РТР1В у порівнянні з ТС-РТР, MEG1, MEG2 і 

SHP2. Встановлено закономірності впливу похідних сульфонілкалікс[4]арену 

на активність нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1 як селективних 

інгібіторів цього ферменту у порівнянні з лужними фосфатазами. На основі 

кінетичних досліджень і результатів молекулярного докінгу обґрунтовано 

механізми інгібування РТР1В, MEG2 і NPP1 похідними сульфоніл-

калікс[4]арену. За допомогою методу гасіння флуоресценції білків показано 

здатність сульфонілкалікс[4]арену утворювати комплекси з людським 

сироватковим альбуміном. 

Практичне значення одержаних результатів. Результати дисертаційної 

роботи обґрунтовують зв’язок між структурою та інгібувальною здатністю 

сульфонілкалікс[4]аренів і формують підходи до створення нових ефективних і 
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селективних інгібіторів фосфатаз серед похідних сульфонілкалікс[4]арену, що 

може бути важливим при розробці нових лікарських засобів.  

Особистий внесок здобувача. Дисертантом виконано експериментальну 

частину роботи, проведено теоретичні розрахунки, а також здійснено аналіз 

результатів кінетичних досліджень та комп’ютерного моделювання. 

Планування досліджень, обговорення отриманих результатів та механізмів 

відбувалося спільно з науковим керівником – чл. кор. НАН України А.І. 

Вовком. Молекулярний докінг і розрахунки методом молекулярної динаміки 

було проведено дисертантом за участю к.х.н. О.Л. Кобзаря. Автор висловлює 

подяку к.х.н. В.В. Трушу та всім співавторам робіт, які брали участь у 

обговоренні результатів та підготовці статей і тез доповідей. 

Апробація результатів дисертації. Результати роботи були 

представлені на ХХІV Українській конференції з органічної хімії (Полтава, 

2016 р.), IX Міжнародній конференції з хімії Kyiv-Toulouse (ICKT-9) (Київ, 

2017 р.), ІІІ міжнародній науково-практичній конференції «Координаційні 

сполуки: синтез і властивості» (Ніжин, 2016), ІІІ міжнародній науково-

практичній конференції молодих вчених «Фундаментальні та прикладні 

дослідження в сучасній хімії» (Ніжин, 2016), IV Міжнародній заочній науково-

практичній конференції «Фундаментальні та прикладні дослідження в сучасній 

хімії» (Ніжин, 2017), VII Українській конференції «Домбровські хімічні 

читання-2017» (Яремче, 2017), наукових конференціях з біоорганічної хімії та 

нафтохімії ІБОНХ НАН України (Київ, 2017 р., 2018 р.). 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 11 робіт, з них 4 

статті у фахових наукових журналах, 2 статті в наукових збірниках і тези 4 

доповідей. Отримано 1 патент України на винахід. 

Структура та обєм роботи. Дисертація складається зі вступу, огляду 

літератури (розділ 1), екпериментальної частини (розділ 2), викладу отриманих 

результатів та їх обговорення (розділи 3-6), висновків і списку використаних 

джерел (227 найменувань). Дисертаційна робота налічує 143 сторінки 

друкованого тексту, проілюстрована 16 таблицями і 33 рисунками.  

 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 

Огляд літератури (розділ 1) присвячений викладу даних про особливості 

фосфатаз як потенційних мішеней для біоактивних органічних сполук. 

Розглянуто літературні дані щодо інгібування протеїнтирозинфосфатаз, 

нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1 і лужних фосфатаз, а також нові 

тенденції в конструюванні інгібіторів цих ферментів.  

Матеріали і методи досліджень (розділ 2). В роботі було використано 

препарати лужної фосфатази з мукози тонкої кишки бика (тип VII-L), лужної 

фосфатази з плаценти людини (тип XXIV), нуклеотидпірофосфатази/ 

фосфодіестерази 1 (NPP1) з Bothrops atrox (тип V), а також  людських 

рекомбінантних протеїнтирозинфосфатаз (РТР1В, TC-PTP, PTP-MEG2, PTP-
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MEG1, SHP2, CD45 та РТРβ). Субстратами лужних фосфатаз та 

протеїнтирозинфосфатаз були п-нітрофенілфосфат (NPP) та 4-метилумбелі-

ферилфосфат (4-MUP). Як субстрат NPP1 з отрути змії було використано біс-п-

нітрофенілфосфат. Для контролю фосфодіестеразної активності сиворотки 

крові людини застосовано п-нітрофеніловий естер тимідин-5-монофосфату. Для 

досліджень комплексоутворення використовували препарати людського 

сироваткового альбуміну. Похідні сульфонілкалікс[4]арену та інші 

калікс[4]арени були синтезовані в Інституті органічної хімії НАН України канд. 

хім. наук А. Б. Драпайлом, канд. хім. наук С. Г. Вишневським під керівництвом 

академіка НАН України В. І. Кальченка.  

Кінетику ензиматичного гідролізу субстратів реєстрували за зміною 

оптичної густини реакційної суміші при 410 нм (для п-нітрофенолу ε = 18300 

М
-1

см
-1

). Реакцію проводили в термостатованій кюветі спектрофотометра 

Specord-250 при температурі 25 
о
С (APази та NPP1), 37

о
С (РТР1В), 25

о
С (РТРβ), 

30
о
С (TC-PTP, MEG2, MEG1, SHP2). Реакцію з 4-MUP проводили в кюветі 

флуоресцентного спектрофотометра Agilent Cry Eclipse при довжині хвилі 

збудження та емісії 360 та 450 нм, відповідно. Концентрація субстрату для 

кожного з ензимів приблизно дорівнювала значенню константи Міхаеліса. 

Приведені константи та значення ІС50 є середніми величинами, що розраховані 

переважно за результатами трьох експериментів. Здатність похідних 

сульфонілкалікс[4]арену утворювати комплекси з альбуміном вивчали, 

порівнюючи зміни інтенсивності флуоресценції після додавання ліганда при 

довжині хвилі збудження та емісії 280 та 360 нм, відповідно. 

Комп’ютерне моделювання включало молекулярний докінг та 

молекулярну динаміку. Молекулярний докінг проведено за допомогою програм 

AutoDock 4.2 і Autodock Vina на основі кристалічних структур ензимів з бази 

даних сайту RSCB Protein Data Bank. Попередня підготовка молекул лігандів 

була проведена програмами MarvinSketch, Avogadro та AutoDockTools. 

Молекулярну динаміку виконано програмою NAMD 2.10 з використанням 

силового поля СHARMM27 та СHARMM36. Оцінку електростатичних, Ван-

дер-Ваальсових та загальних взаємодій між лігандом та ферментом здійснено 

плагіном NAMD Energy програми VMD 1.9.2. Результати комп’ютерного 

моделювання аналізували за допомогою програми Discovery Studio 3.5.  

 

Вплив сульфонілкалікс[4]арену та його похідних на активність 

протеїнтирозинфосфатаз (розділ 3) 

3.1. Інгібування протеїнтирозинфосфатаз сульфонілкалікс[4]ареном, 

незаміщеним на верхньому вінці  

Дані, представлені на рис. 1, демонструють інгібувальні властивості 

сульфонілкалікс[4]арену 3 по відношенню до PTP1B, TC-PTP і MEG1. При 

цьому незаміщені калікс[4]арен 1 та тіакалікс[4]арен 2, що мають гіршу 

розчинність у воді, не виявляли активності при максимально можливій 

концентрації 20 мкМ.  
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1                          2                         3 

Виявилось, що сполука 3 є 

потенційним інгібітором MEG2 

(IC50 = 1,4 мкМ) з приблизно 6-

кратною селективністю стосов-

но PTP1B (IC50 = 9,05 мкМ) і 13-

кратною селективністю по 

відношенню до TC-PTP (IC50 = 

18,9 мкМ). При цьому інгібітор 

показав низьку активність як 

інгібітор SHP2 (IC50 = 49 мкМ) 

та PTPβ (IC50 = 39 мкМ) і мало 

знижував активність MEG1 при 

концентрації 50 мкМ (табл. 1).  

Таблиця 1. 

Інгібування протеїнтирозинфосфатаз сульфонілкалікс[4]ареном 3 (ІС50, мкМ) 

Інгібітор PTP1B TC-PTP MEG-1 MEG-2 SHP2 PTPβ 

3 9,1± 0,5 18,9± 3,8 >50 1,4± 0,5 49± 9 39± 9 

Коефіцієнти Хілла, розраховані з дозозалежних кривих інгібування 

MEG2, PTP1B і TC-PTP сполукою 3 (рис. 1), становлять 1,4 ± 0,3, 2,1 ± 0,4 і 2,2 

± 0,3, відповідно. Це вказує на те, що не менше одного сайту зв'язування 

задіяно у механізмі інгібування MEG2. Двома окремими ділянками зі 

спорідненістю до сульфонілкалікс[4]арену 3 характеризуються PTP1B і TC-

PTP. 

Молекулярний докінг був проведений з метою уточнення можливого 

способу зв'язування сульфонілкалікс[4]арену 3 при взаємодії з MEG2 та PTP1B. 

Кристали PTP1B і MEG2 були представлені двома групами структур з 

відкритою або закритою WPD-петлею. Докінг проводився з використанням 

чотирьох конформерів сульфонілкалікс[4]арену 3 на всю поверхню MEG2 і 

PTP1B. Найсприятливішим за енергіями був комплекс ферменту з відкритою 

WPD-петлею при конформації  інгібітора конус. Аналіз способу зв’язування 

(рис. 2А) показав, що OH-групи на нижньому вінці взаємодіють з Lys411 і 

Arg521, тоді як сульфонільні групи утворюють водневі зв'язки з Tyr333, Trp468, 

Lys411, Ser516, Ala517, Gly520 і Arg521. Ароматичні цикли інгібітора 

забезпечують π-π- та σ-π -взаємодії з Tyr333 і Arg409 та Arg521. Гідрофобні 

 
Рис. 1. Дозозалежне інгібування  

MEG2 (○), PTP1B (□) та TC-PTP (∆) 

незаміщеним сульфонілкалікс[4]ареном 3. 
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контакти спостерігалися з Ala517, Ile519 і Tyr471. В активному сайті PTP1B 

(рис. 2Б) гідроксильні групи на нижньому вінці сульфонілкалікс[4]арену 

утворюють водневі зв'язки з Glu115, Lys116 і Asp181, сульфонільні групи 

взаємодіють з Lys116, Lys120, Trp179, Arg221 і Gln266. Ароматично-катіонні 

взаємодії спостерігаються з Lys120 та Arg221. 

 
Рис. 2. Можливі способи зв'язування сульфонілкалікс[4]арену 3 

в активному центрі MEG2 (A) та PTP1B (Б). 

3.2. Неіоногенні похідні сульфонілкалікс[4]арену як інгібітори 

протеїнтирозинфосфатаз  

Враховуючи особливості біологічного транспорту, модельні структури з 

сульфонілкалікс[4]ареновим скафолдом було представлено як сполукою 4 із 

залишками фосфонової кислоти, що при фізіологічних значеннях рН 

знаходяться в моно- та діаніонній формі, так і неіоногенними похідними 5-7.  

 

 
Тетракісметилфосфонова кислота 4 продемонструвала приблизно 

однаковий інгібувальний вплив на активність низки РТРаз, що описувався 

А Б 

4                                                                       5 

6                                                                    7 



7 

 

значеннями ІС50 в низькомікромолярному діапазоні (табл. 2). Заміна 

фосфонової кислоти 4 на її діетиловий естер 5 спричинила зниження ефектів, 

проте забезпечила 2-5-кратну селективність інгібування РТР1В у порівнянні з 

іншими фосфатазами. 

Таблиця 2. 

Похідні сульфонілкалікс[4]арену 4-7 як інгібітори протеїнтирозинфосфатаз 

Інгібітор PTP-1B TC-PTP MEG2 MEG1 SHP2 PTPβ 

4 0,17 ± 0,04 0,40 ± 0,01 0,23 ± 0,04 0,20 ± 0,04 0,35±0,01 0,30±0,04 

5 0,7± 0,2 3,3± 0,5 0,8± 0,2 11± 3 1,5± 0,2 14± 2 

6 8,1±1,1 >50 18±4 >50 14 ± 6 11±1 

7 1,4 ± 0,3 9,6 ± 0,3 5,7±0,5 40 ± 2 11 ± 4 38± 4 

Сульфонілкалікс[4]арен 6 з трет-бутильними замісниками  на верхньому 

ободі макроциклу був слабким інгібітором PTP1B, MEG2, SHP2 та PTPβ і не 

впливав на активність TC-PTP та MEG1. Разом з тим, модифікація 

сульфонілкалікс[4]арену трифтороацетамідними залишками (сполука 7) 

забезпечувала інгібування PTP1B зі значенням IC50 1,4 мкМ і 4-28-кратною 

селективністю відносно інших PTPаз. Графік Лайнуівера-Берка (рис. 3), що 

ілюструє залежність початкової швидкості гідролізу від початкової 

концентрації субстрату в обернених координатах, узгоджується з конкурентним 

механізмом інгібування PTP1B, вказуючи на те, що похідні 

сульфонілкалікс[4]арену 5 та 7 розташовуюються в сайті зв'язування субстрату. 

Розраховані значення констант інгібування сполуками 5 та 7 становлять 0,20 

мкМ та 0,45 мкМ, відповідно.  

 

 
Рис. 3. Графічна залежність інгібування PTP1B похідними 

сульфонілкаліксарену 5 (А)  та 7 (Б)  в координатах Лайнуівера-Берка. 

Концентрація сполуки 5: 0 мкМ (●), 1 мкМ (○); Концентрація сполуки 7: 0 

мкМ (●), 1,5 мкМ (○). 

А Б 
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Молекулярний докінг сполук 4 і 

7 (по чотири конформери) в активний 

центр РТР1В було проведено з 

використанням PDB-файлів двох груп 

кристалічних структур PTP1B, що 

представлені відкритою та закритою 

WPD-петлею. За результатами 

розрахунків фосфонова кислота 4 

краще зв'язується з РТР1В, що має  

відкриту WPD-петлю, а у випадку 

сполуки 7 відмінності у значеннях 

енергії є менш значними. З метою 

точнішої оцінки комплексоутворення 

було виконано розрахунки методом 

молекулярної динаміки (МД). 

Структури РТР1В у комплексі зі 

сполуками 4 і 7 при досягненні 

рівноважних станів були подібні за гнучкістю амінокислотного скелету. Згідно 

величин середньоквадратичного коливання (RMSF) спостерігалися відмінності 

у положеннях Р-петлі (His214-Arg221), WPD-петлі (Thr177-Pro185), петлі 

розпізнавання субстрату (Lys36, Val49 і Lys120) та амінокислотних залишків 

вторинного сайту зв'язування інгібіторів (Tyr20-Phe52, і Arg254). Було 

виявлено, що у порівнянні зі сполукою 4 зв'язування сполуки 7 більшою мірою 

знижувало гнучкість амінокислотних залишків активного центру, сприяючи 

таким чином швидшому утворенню стабільного комплексу. Для оцінки 

остаточної вільної енергії зв'язування і аналізу розташування ліганду після 1 нс 

симуляції МД було проведено рескоринг. Результати показали, що у випадку 

похідної сульфонілкалікс[4]арену 4 найбільш енергетично вигідною при 

комплексоутворенні є конформація конус, а для сполуки 7 – 1,2-альтернат 

(табл. 3). 

Таблиця 3 

Вільні енергії зв'язування сполук 4 і 7 (ккал/моль) в активному центрі 

PTP1B з відкритою WPD-петлею (PDB код 1NL9) після рескорингу 

Конформація Сполука 4 Cполука 7 

конус -7,42 -8,25 

частковий конус -6,4 -7,7 

1,2-альтернат -4,73 -9,34 

1,3- альтернат -6,48 -6,91 

Аналіз комплексу PTP1B зі сполукою 7 демонструє, що дві 

трифтороацетамідні групи інгібітора спрямовані в область активного центру 

РТР1В, утворюючи водневі зв'язки з амінокислотними залишками Lys116, 

 
Рис. 4. RMSF результати МД для 

комплексу PTP1B зі сполукою 7.  

■ – вільний ензим; ■ – комплекс 

ензим-інгібітор (1,2-альтернат). 



9 

 

Gly183, Arg221, Arg24, Gln266 і 

Gln262 (рис. 5). При цьому 

відбувається π-π-взаємодія бензоль-

ного кільця з Phe182 WPD-петлі. 

Гідроксильна група на нижньому 

вінці сульфонілкалікс[4]аренового 

каркасу утворює водневі зв'язки з 

Gln266 і Thr263. Розташовуючись 

таким чином, похідна 7 моделює 

закріплення субстрату РТР1В біля 

каталітичного залишку Cys215. 

 

Фосфінові кислоти на платформі калікс[4]аренів як інгібітори 

протеїнтирозинфосфатаз (розділ 4)  

Наступним завданням роботи була оцінка властивостей похідних 

калікс[4]арену, тіакалікс[4]арену і сульфонілкалікс[4]арену 8-10 із залишками  

метил(феніл)фосфінової кислоти на верхньому вінці. 

 
                          8                                                  9                                               10 

В той час як калікс[4]аренфосфінова кислота 8 виявляла мікромолярну 

активність відносно PTP1B, сполука 9 на платформі тіакалікс[4]арену була 

приблизно в 5 разів активнішою (IC50 = 0,46 мкМ), проте її вплив був меншим, 

ніж у похідної сульфонілкалікс[4]арену 10 (IC50 = 0,079 мкМ) (табл. 4).  

Таблиця 4. 

Інгібування РТРаз людини (IC50, мкМ) похідними калікс[4]арену 8, 

тіакалікс[4]арену 9 та сульфонілкалікс[4]арену 10 

Фермент 
Інгібітор 

8 9 10 

PTP-1B 2,8 ± 0,8 0,38 ± 0,06 0,079 ± 0,02 

TC-PTP 20 ± 6 6,8 ± 0,4 0,28 ± 0,06 

MEG2 2,4 ± 0,7 5,9  ± 0,3 0,41± 0,07 

MEG1 30 ± 6,4 5,4 ± 0,4 0,18 ± 0,02 

SHP2 4,6 ± 1,2 3,7 ± 0,9 0,5 ± 0,14 

 
Рис. 5. Можливий спосіб зв'язування 

сполуки 7 в активному центрі PTP1B. 
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Інгібувальна здатність фосфінової кислоти 8 відносно PTP1B, MEG2 та 

SHP2 була практично однаковою, тоді як менший вплив спостерігався у 

випадку MEG1 і TC-PTP. У той же час інгібітор на платформі тіакалікс[4]арену 

9 виявляв 10-18-кратну селективність по відношенню до всіх інших PTPаз, що 

використовувались. Подальша заміна тіакалікс[4]аренового скафолду на 

сульфонілкалікс[4]ареновий приводила до покращення інгібування, проте при 

цьому відбувалося зниження селективності впливу інгібітора. 

Слід зазначити, що інгібування 

PTP1B похідними фосфінової кислоти 

на платформі тіакалікс[4]арену 9 і 

сульфонілкалікс[4]арену 10 за умов 

експерименту описується кінетикою 

повільного облаштування (рис. 6). 

Графіки Лайнуівера-Берка, побудовані з 

використанням стаціонарної швидкості, 

показали, що механізми інгібування 

PTP1B макроциклами 9 та 10 

відповідають конкурентному типу (рис. 

7). Значення констант інгібування для 

сполук 9 і 10 становили 0,14 мкМ та 

0,032 мкМ, відповідно.  

 

 

        

Рис. 7. Інгібування РТР1В фосфіновими кислотами на платформі 

тіакалікс[4]арену 9 (А), та на платформі сульфонілкалікс[4]арену 10 (Б). 

Концентрація сполуки 9: 0 мкМ (●), 0,5 мкМ (○); Концентрація сполуки 10: 0 

мкМ (●), 0,1 мкМ (○). 

 

Для комп'ютерних розрахунків були відібрані кристалічні структури 

РТР1В з відкритою (PDB-коди 1NL9 і 1PH0) та закритою WPD-петлею (PDB-
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      Рис. 6. Кінетичні криві гідролізу 

pNPP, що його каталізує PTP1B, без 

та за наявності інгібітора 6 (0,1 

мкМ, 0,6 мкМ, 0,9 мкМ, 2 мкМ, 3 

мкМ, 4 мкМ). 

 

А Б 
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коди 2CNF, 1Q6M і 2CM8). Отримані моделі показали, що PTP1B з відкритою 

конформацією WPD-петлі має переваги при зв'язуванні інгібіторів. З чотирьох 

конформацій калікс[4]аренів найнижчі значення були отримані для конус-

конформерів, при цьому розраховані вільні енергії зв’язування сполук 8, 9 і 10 

корелювали з їх експериментальним впливом. 

Результати моделювання показали, що в активному центрі РТР1В 

інгібітори 8-10 можуть займати подібні позиції, демонструючи утворення 

багатьох водневих зв'язків між атомом кисню одного з фосфінових фрагментів 

калікс[4]арену і сайтом A, що включає P-петлю (залишки Arg221, Gly220, 

Ile219, Gly218, Ala217 і Cys215). При цьому у випадку сульфонілкалікс[4]арену 

10 (рис. 8) спостерігаються додаткові водневі зв'язки між двома іншими 

фосфіновими групами і амінокислотними залишками Glu266 (A-сайт), Gly183 

(WPD-петля) і Asp48 (на межі між А та С сайтами). Одна із сульфонільних груп 

утворює водневий зв'язок з Lys116 (на межі А і D сайтів), яка також забезпечує 

π-катіонну взаємодію з бензольним кільцем калікс[4]аренового каркасу. У 

випадку тіакалікс[4]арену 9 додаткові водневі зв'язки спостерігаються між 

іншою фосфіновою групою і Gln262. Гідроксильні групи на нижньому ободі 

макроциклів беруть участь в утворенні водневих зв'язків з Lys116 і Lys120. 

Таким чином, інгібітори щільно вбудовуються в кишеню активного центру 

PTP1B. Їх положення також підтримуються за рахунок ван-дер-ваальсових 

контактів двох фенільних фрагментів залишків фосфінової кислоти та 

гідрофобних взаємодій.   

 
Сульфонілкалікс[4]арен як скафолд для конструювання інгібіторів 

нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1 (розділ 5) 

Враховуючи, що NPP1 належить до надродини лужних фосфатаз і є певна 

подібність у структурі активних центрів цих ферментів, ми припустили, що 

стратегія інгібування фосфатаз похідними калікс[4]аренів може бути 

               
Рис. 8. Можливий спосіб зв'язування тіакалікс[4]аренфосфінової 

кислоти 9 (ліворуч) та сульфонілкалікс[4]аренфосфінової кислоти 10 

(праворуч) в області активного центру PTP1B. 
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використана для пошуку селективних інгібіторів NPP1, зокрема серед похідних  

сульфонілкалікс[4]аренів.  

Було встановлено, що, тоді як фосфонатні 

інгібітори на платформі калікс[4]арену і 

тіакалікс[4]арену інгібують як NPP1, так і лужні 

фосфатази, їх структурний аналог 4 на платформі 

сульфонілкалікс[4]арену демонструє інгібувальну 

активність тільки відносно NPP1 (IC50 = 0,44 мкМ) 

і не впливає на активність лужної фосфатази. 

Отримані результати вказують на те, що 

селективна дія сульфонілкалікс[4]арену відносно 

NPP1 може бути обумовлена особливостями 

модифікованого макроциклічного каркасу. 

Дійсно, незаміщений сульфонілкалікс[4]арен 3 

інгібував NPP1 зі значенням ІС50 в мікромолярному діапазоні, а його трет-

бутильна похідна 6 також пригнічувала активність ферменту (IC50 = 8,4 мкМ). 

Макроциклічна сполука 7 з трифторацетамідними замісниками  проявила 

найвищий ефект серед похідних 4-7 з IC50 0,2 мкМ (табл. 5). При цьому сполуки 

4-7 не впливали на активність лужних фосфатаз з кишок бика та плаценти 

людини при концентрації 20 мкM.  

Відповідно до залежностей в координатах Лайнуівера-Берка, вплив 

сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти 4 на активність 

NPP1 узгоджується з інгібуванням за конкурентним типом зі значенням Ki 0,39 

мкМ (рис. 9).  

 

 
       Рис. 9. Інгібування NPP1 з отрути змії. 

Концентрації інгібітора 1: 0 (○), 0,3 (■), 

0,45 (∆), 0,6 (●) та 0,75 мкМ (◊). 

 
 

Рис. 10. Можливий спосіб 

зв'язування сполуки 4 в активному 

сайті NPP1 (використано модельну 

структуру людського ферменту).  
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Таблиця 5. 

Інгібування NPP1  

похідними 

сульфонілкалікс[4]арену 

Інгібітор ІС50, мкМ 

4 0,44±0,08 

3 2,3±0,03 

6 8,4±1,8 

7 0,2±0,07 
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Фосфодіестеразну активність сироватки крові людини за наявності 

сполук 3, 4, 7 оцінювали, використовуючи як субстрат п-нітрофеніловий естер 

тимідин-5-монофосфату. Результати показали, що сульфонілкалікс[4]-арен-

тетракіс-метилфосфонова кислота 4 інгібує активність NPP1, перешкоджаючи 

гідролізу субстрату, а сполуки 4 і 7 не виявляли суттєвих ефектів. Щоб 

отримати уявлення про можливий механізм зв'язування сполуки 4, було 

проведено молекулярний докінг з використанням гомологічної моделі людської 

NPP1, яка була побудована на основі кристалічної структури її мишачого 

ортолога. Чотири конформери для сполуки 4 були задоковані до людської 

моделі NPP1. Результати свідчать про те, що найсприятливішою для зв'язування 

макроциклу є його конформація 1,3-альтернат. При цьому сполука 4 

зорієнтована на два іони цинку в активному центрі ферменту (рис. 10). У 

механізмах фіксації інгібітора задіяні SO2-групи, а також фосфонатні 

фрагменти сульфонілкалікс[4]арену 4, які утворюють водневі зв'язки з 

амінокислотними залишками NPP1, в тому числі наближеними до іонів металу. 

 Зв’язування каліксаренів сироватковим альбуміном (розділ 6)  

Для оцінки механізмів біологічного транспорту сульфонілкалікс[4]арену 

та його структурних аналогів порівнювали здатність макроциклічних сполук 1-

3 до комплексоутворення з людським сироватковим альбуміном (HSA). Як 

видно з рис. 11, інтенсивність флуоресценції білка помітно зменшується зі 

збільшенням концентрації незаміщених калікс[4]аренів 1-3. 

   
Рис. 11. Спектри флуоресценції HSA (λex = 280 nm) при різних 

концентраціях калікс[4]аренів 1 (А), 2 (Б) та 3 (В). Концентрація сполук 1, 2 і 3 

зростала в ряду 0,2 мкМ, 0,3 мкМ, 0,4 мкМ, 0,5 мкМ, 0,6 мкМ, 0,7 мкМ, 0,8 

мкМ, 0,9 мкМ, 1,2 мкМ (T = 298 K, pH = 7,4). 

Вплив ліганду на інтенсивність флуоресценції оцінювали з графічної 

залежності F0/F від [Q] за допомогою рівняння Штерна-Вольмера: 

F0 = 1 + kqτ0 [Q] = 1 + KSV [Q] 
F 
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де F0 і F – квантовий вихід (інтенсивність флуоресценції) за відсутності і 

наявності гасника, kq - бімолекулярна константа швидкості гасіння, τ0 - середній 

час життя флуорофора за відсутності гасника (~ 10
-8

 с), KSV - константа гасіння 

Штерна-Вольмера і [Q] - концентрація доданого ліганду. Було встановлено, що 

константа гасіння KSV зменшується зі збільшенням температури для 

калікс[4]аренів 2-5, що демонструє утворення комплексу між лігандами і HSA. 

Це підтверджується також тим, що розрахована бімолекулярна константа 

швидкості гасіння kq значно перевищує максимальне значення (2,0∙10
10

 М
-1 

с
-1

) 

динамічного гасіння і для сполук 1-5 знаходиться в межах 10
13

 М
-1

с
-1

.  

Подальший аналіз рівноважного стану між вільними і зв'язаними 

молекулами проводився з графіка залежності log(F0-F/F) від log[Q] за 

модифікованим рівнянням  

log(F0-F/F) = logKb + n ∙ log[Q] 

де Kb та n – константа зв’язування та кількість центрів зв’язування, відповідно. 

З результатів (табл. 6) видно, що константа зв'язування Kb різко 

збільшується при переході від калікс[4]аренів 1 та 2 до сульфонілкалікс[4]арену 

3. Разом з тим, введення залишків фосфонової кислоти (сполука 4) спричиняє 

зниження значень Kb, тоді як перехід до естерів фосфонової кислоти (сполука 5) 

демонструє покращення характеристик зв’язування. 

Таблиця 6  

Константи гасіння Штерна-Вольмера KSV та константи зв'язування Kb для 

калікс[4]аренів 1-3 при взаємодії з HSA, Т = 298К 

Сполука 
Ksv 

(×10
5
 М

-1
) 

Kb 

(×10
5
 М

-1
) 

n R
2
 

1 3,14 0,78 0,9 0,99 

2 2,26 0,61 0,91 0,98 

3 6,21 27,3 1,2 0,99 

4 1.85 0,91 0,94 0,98 

5 4,57 7,80 1,03 0,98 

 

Для моделювання способів комплексоутворення було проведено 

молекулярний докінг. Під час розрахунків було використано дві кристалічні 

структури  (PDB-коди 2BXK та 2BXC). Ліганди були задоковані до семи сайтів 

зв’язування.  Згідно отриманих даних, сульфонілкалікс[4]арен 3 має найбільшу 

спорідненість до HSA, що узгоджується з експериментальними результатами. 

Як видно з рис. 7, найсприятливішими для цього макроциклу у разі 

кристалічної структури з PDB-кодом 2BXK є сайти IIA (сайт зв'язування 

варфарину, або сайт Судлоу І) і IV (сайт зв'язування гему). Краще зв'язування з 

сайтом ІІА було помічено і для калікс[4]аренів 1 та 2. Коли ж HSA був у іншій 

конформації (PDB-код 2BXC), сульфонілкалікс[4]арен забезпечував кращу 

енергію у випадку сайтів IIB і IIIA. 
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Таблиця 7 

Графічне представлення енергій зв'язування калікс[4]аренів 1-3 з HSA 

у нативній (зверху) і зв'язаній (знизу) конформаціях 

 

 

Додаткову інформацію щодо сайту зв’язування макроциклів 1-3 було 

отримано експериментально шляхом вивчення кінетики інгібування естеразної 

активності та активності альбуміну як каталізатора перегрупування Кемпа. При 

додаванні калікс[4]аренів відбувалося інгібування обох активностей, що вказує 

на можливість взаємодій у сайті Судлоу ІІ субдомену ІІІА, де знаходиться 

залишок Tyr411, та сайті Судлоу І субдомену ІІА, в якому знаходиться залишок 

Lys119, які забезпечують псевдоферментативну активність. 

 
Аналіз результатів докінгу на прикладі  сайту ІІВ показав, що сульфонільні 

групи калікс[4]арену 3 можуть утворювати водневі зв'язки з Arg209, Ala210 і 

Leu481 Крім того, макроцикл бере участь у гідрофобних взаємодіях з Arg209, 

Ala210, Ala350, Lys351 і Val482 (рис. 12). 
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Рис. 12. Розміщення сульфонілкалікс[4]арену в сайтах зв'язування HSA та 

можливий спосіб облаштування сульфонілкаліксарену 3 в області ІІВ сайту.  

калікс[4]арен,    тіакалікс[4]арен,    сульфонілкалікс[4]арен 

калікс[4]арен,    тіакалікс[4]арен,    сульфонілкалікс[4]арен 
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Висновки 

 

В дисертаційній роботі вперше встановлено нові властивості 

сульфонілкалікс[4]арену і його похідних як потенційних інгібіторів фосфатаз, а 

також представлено експериментальні і теоретичні узагальнення щодо 

використання сульфонілкалікс[4]арену як скафолду для конструювання інгібі-

торів протеїнтирозинфосфатаз і нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1.  

1. Показано, що незаміщений сульфонілкалікс[4]арен здатний вибірково у 

порівнянні з іншими PTPазами інгібувати протеїнтирозинфосфатазу MEG2.  

2. Встановлено, що неіоногенна природа замісників на верхньому вінці 

сульфонілкалікс[4]арену може покращити ефективність і селективність 

інгібування РТР1В у порівнянні з іншими протеїнтирозинфосфатазами – ТС-

РТР, SHP2, MEG1, MEG2 та PTPβ. Результати кінетичних досліджень і 

комп’ютерних розрахунків свідчать про те, що інгібування відбувається за 

конкурентним механізмом з подібним до субстрату способом зв’язування 

інгібітора. 

3. Продемонстровано, що за допомогою комбінації каліксаренового скафолду 

та залишків фосфінової кислоти можуть бути створені потужні і селективні 

інгібітори РТРаз. Заміна тіакалікс[4]аренового скафолду сульфоніл-

калікс[4]ареном приводить до збільшення ефективності інгібування PTP1B, 

проте при цьому дещо знижується селективність дії інгібітора. Кінетика 

ферментативних перетворень за наявності каліксаренфосфінових кислот 

узгоджується з конкурентним типом інгібування. Молекулярний докінг 

вказує на те, що макроциклічні інгібітори можуть займати активний центр 

PTP1B з відкритою WPD-петлею, взаємодіючи з сайтом зв'язування A і 

амінокислотними залишками ферменту на межі A-C або A-D сайтів. 

4. Виявлено, що похідні сульфонілкалікс[4]арену є ефективними інгібіторами 

NPP1 з мікромолярними значеннями IC50. Отримані результати вказують на 

здатність функціоналізованих сульфонілкалікс[4]аренів селективно по 

відношенню до лужних фосфатаз інгібувати активність NPP1 in vitro та 

впливати на фосфодіестеразну активність сироватки крові людини. 

5. Знайдено, що незаміщений калікс[4]ареновий макроцикл утворює комплекси 

з людським сироватковим альбуміном зі значним зростанням спорідненості 

до білка при переході від калікс[4]арену до сульфонілкалікс[4]арену. При 

цьому сайти Судлова І та ІІ можуть бути місцем для розташування 

калікс[4]аренів, що підтверджується результатами комп’ютерного 

моделювання та їх впливом на протікання псевдоферментативних реакцій 

альбуміну. 
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АНОТАЦІЯ 

Булденко В. М. Сульфонілкалікс[4]арен як нова платформа для 

конструювання інгібіторів фосфатаз. ‒ Кваліфікаційна наукова праця на 

правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 02.00.10 «Біоорганічна хімія». ‒ Інститут 

біоорганічної хімії та нафтохімії ім. В. П. Кухаря Національної Академії наук 

України, Київ, 2019. 

 

Дисертаційна робота присвячена дослідженню закономірностей 

інгібування терапевтично важливих фосфатаз сульфонілкалікс[4]ареном та його 

похідними. Вперше встановлено вплив незаміщеного сульфонілкалікс[4]арену 

на активність протеїнтирозинфосфатаз in vitro та його селективну дію на 

активність MEG2. Вперше з’ясовано вплив деяких неіоногенних похідних 

сульфонілкалікс[4]арену як інгібіторів ряду людських протеїнтирозинфосфатаз 

– РТР1В, TC-РТР, SHP2, MEG2, MEG1, РТР-β. Знайдено ефективні та 

селективні інгібітори РТР1В серед похідних фосфінових кислот на платформі 

калікс[4]аренів. При цьому заміна тіакалікс[4]аренового скафолду 

сульфонілкаліком[4]ареновим приводить до збільшення ефективності 

інгібування PTP1B, але з дещо меншою селективністю. Продемонстровано 

здатність сульфонілкалікс[4]аренів селективно щодо лужних фосфатаз 

інгібувати нуклеотидпірофосфатазу/фосфодіестеразу 1. В результаті виконаних 

кінетичних досліджень з’ясовано, що сульфонілкалікс[4]арени можуть 
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конкурувати з субстратом за місце зв’язування в активному центрі РТР1В, 

MEG2 та NPP1. На основі комп’ютерних розрахунків з використанням 

кристалів РТР1В, MEG2 та гомологічної моделі NPP1 проаналізовано способи 

розміщення відповідних інгібіторів в активних центрах ферментів. Методом 

флуоресцентної спектроскопії вивчено здатність сульфонілкалікс[4]арену і його 

похідних утворювати комплекси з людським сироватковим альбуміном. 

Механізми комплексоутворення підтверджено кінетичними даними перебігу 

псевдоферментативних реакцій альбуміну за наявності калікс[4]аренів.  

Ключові слова: Сульфонілкалікс[4]арен, тіакалікс[4]арен, калікс[4]арен, 

протеїнтирозинфосфатази, нуклеотидпірофосфатаза/фосфодіестераза 1, лужні 

фосфатази, інгібування, сироватковий альбумін, молекулярний докінг, 

молекулярна динаміка. 

 

SUMMARY 

Buldenko V. M. Sulfonylcalix[4]arene as a new platform for the design of 

phosphatase inhibitors. - Qualification scientific work as a manuscript. 

Dissertation for the degree of a Candidate of Chemical Sciences (Doctor of 

Philosophy) in specialty 02.00.10 "Bioorganic chemistry". ‒ V.P. Kukhar Institute of 

Bioorganic Chemistry and Petrochemistry of the National Academy of Sciences of 

Ukraine, Kyiv, 2019. 

 

The dissertation is devoted to the study of the patterns of inhibition of the 

therapeutically important phosphatases by sulfonylcalix[4arene and its derivatives. 

For the first time, the effect of the unsubstituted sulfonylcalix[4arene on the activity 

of protein tyrosine phosphatases in vitro was estimated. Among them, the 

sulphonylcalix[4]arene was found to be a selective inhibitor of MEG2 (IC50 = 1.4 

μM) with selectivity over PTP1B (IC50 = 4.5 μM) and TC-PTP (IC50 = 18.9 μM).  

The effect of some nonionic derivatives of sulfonylcalix[4arene was shown 

against a number of human protein tyrosine phosphatases – PTP1B, TC-PTP, SHP2, 

MEG2, MEG1, and PTP-β and compared with that for charged ones. According to 

the obtained results, sulfonylcalix[4]arene tetrakis-methylphosphonic acid 

demonstrated approximate effects on the activities of all PTPs with no selectivity 

towards any of them. Replacement of the phosphonic acid groups on the upper rim of 

the macrocycle with the tert-butyl-substituents resulted in a decrease of the inhibitory 

effect of the compound. The modification of the macrocycle with trifluoroacetamide 

substituents provided the inhibition of PTP1B with IC50 value of 1.4 μM and up to 28 

fold selectivity over the other PTPs.  

Effective and selective inhibitors of PTP1B were found among the phosphinic 

acid derivatives of calix[4]arenes. It was found that in contrast to micromolar activity 

of calix[4]arene phosphinic acid, thiacalix[4]arene derivative was approximately 7 

fold more active against PTP1B (IC50 = 0.38 μM), displaying approximately 10–18-

fold selectivity over the other PTPs. The further replacement of the thiacalix[4]arene 
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scaffold with sulfonylcalix[4]arene one led to increase in potency (IC50 of 0.079 μM) 

but with decrease in the selectivity of PTP1B inhibition.  

The ability of sulfonylcalix[4]arenes to selectively inhibit nucleotidepyro-

phosphatase/phosphodiesterase 1 in comparison to closely related alkaline 

phosphatases was demonstrated. It was shown that compared to previously studied 

calix[4]arenes and thiacalix[4]arenes, derivatives bearing the sulfonylcalix[4]arene 

skeleton exhibited the inhibitory activity only against NPP1 and did not affect the 

activity of alkaline phosphatases from the bovine mucosa or from the human 

placenta.  

Using kinetic studies, it has been found that sulfonylcalix[4]arenes compete 

with the substrate for the active site of PTP1B, MEG2 and NPP1. The apparent rate 

constants of the complexes formation were calculated. Based on the computer 

calculations using crystals of PTP1B, MEG2 and homologous model of NPP1, the 

binding modes of inhibitors at the active sites of the enzymes have been analyzed. 

By means of the fluorescence spectroscopy method, it was demonstrated the 

ability of sulfonylcalix[4]arenes to form complexes with human serum albumin and 

compared to that for calix[4]arenes and thiacalix[4]arenes. By inhibiting the pseudo-

enzymatic reactions of albumin, the binding sites of calix[4]arenes on the surface of 

HSA were confirmed. 

Key words: sulfonylcalix[4]arene, thiacalix[4]arene, calix[4]arene, protein 

tyrosine phosphatases, nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1, alkaline 

phosphatases, inhibition, human serum albumin, molecular docking, molecular 

dynamics. 


