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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

 

Актуальність теми. Один із підходів до створення потенційних інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз включає ковалентну модифікацію органічних сполук 

замісниками, біоізостерними стосовно залишку фосфотирозину. Так, фосфонові 

кислоти, ковалентно приєднані до верхнього вінця калікс[4]арену, виявились 

ефективними інгібіторами бактеріальної протеїнтирозинфосфатази [Vovk A.I. et al., 

2010], а також здатні зв’язуватись в області активного центру протеїнтирозин-

фосфатази 1В [Trush V.V. et al., 2013]. Використовуючи таку стратегію, як інгібітори 

протеїнтирозинфосфатаз нами вперше досліджено макроциклічні поліаміни і 

фулерени, функціоналізовані аніоногенними групами. 

Відомо, що похідні тетраазамакроциклів виявляють бактерицидну, антиракову 

та антивірусну активність [Liang F. et al. 2006]. Крім того, вони здатні утворювати 

стійкі за фізіологічних умов комплекси з іонами металів, що важливо для створення 

контрастних і радіоізотопних агентів та флуоресцентних сенсорів [Mewis R.E. et al. 

2010]. Водорозчинні фулеренові сполуки проявляють цитотоксичну дію на ракові 

клітини та in vitro інгібують карбоангідразу, ацетилхолінестеразу і деякі інші 

ензими. Антивірусна активність цих сполук пов’язана з інгібуванням вірусної 

протеази та РНК-залежної ДНК-полімерази. Завдяки своїй унікальній хімічній 

природі, фулерени можуть впливати на перебіг біохімічних реакцій кількома 

шляхами, безпосередньо зв’язуючись з клітинними ензимами та іншими білками, а 

також продукуючи або утилізуючи активні форми кисню [Anilkumar P. et al., 2011]. 

Вивчаючи властивості похідних тетраазамакроциклів та фулеренів, ми 

зосередили свою увагу на ряді людських протеїнтирозинфосфатаз (РТРаз). Ці 

ензими відіграють ключову роль в механізмах клітинної сигналізації, регулюючи 

процеси росту, розвитку, диференціації, міграції і апоптозу живих клітин. 

Підвищена активність РТРаз може бути причиною ряду захворювань, а інгібітори 

цих ензимів розглядаються як перспективні сполуки для подальших медичних 

досліджень [He R. et al., 2013]. Зокрема, інгібітори РТР1В вивчаються як можливі 

ліки від діабету 2 типу та раку. Інгібування Т-клітинної протеїнтирозинфосфатази 

може сприяти лікуванню вірусних інфекцій та ожиріння, а також може бути 

використано в онкології, гематології та регенеративній медицині. Протеїн-

тирозинфосфатаза CD45, відома як лейкоцитарний загальний антиген, завдяки своїй 

ролі в регуляції імунних відповідей є терапевтичною мішенню для лікування IgE-

опосередкованих алергічних і автоімунних захворювань, а також для запобігання 

відторгнення трансплантатів. Пригнічення гіперактивних форм протеїнтирозин-

фосфатази SHP2 могло б бути результативним для лікування пацієнтів з синдромом 

Нунна та при різноманітних ракових захворюваннях. Однак, багато відомих на 

сьогоднішній день інгібіторів цих ензимів не можуть бути введені в практику через 

наявність побічних негативних ефектів. Тому актуальним для біоорганічної хімії є 

пошук і вивчення нових ефективних і селективних інгібіторів людських протеїн-

тирозинфосфатаз, в тому числі дослідження потенційно біоактивних сполук на 

молекулярній платформі фулеренів і макроциклів. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 

робота була частиною науково-дослідних робіт ІБОНХ НАН України за темами: 
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5.18.2.8 "Дослідження фізико-хімічних властивостей і біоактивності синтетичних 

нанорозмірних макроциклічних об’єктів та їх функціоналізованих похідних щодо 

терапевтично важливих білкових мішеней in vitro", № держреєстрації 0112U004108; 

Ф53/120-2013 "Синтез похідних циклічних поліамінів як інгібіторів протеїн-

тирозинфосфатаз", № держреєстрації 0113U005213; ЦНП 9.1-12 "Розвиток методів 

синтезу, дослідження властивостей та механізмів дії нових потенційно біоактивних 

сполук», № держреєстрації 0112U002657. 

Мета і задачі дослідження. Метою дисертаційної роботи був пошук і 

встановлення закономірностей та механізмів дії потенційних інгібіторів протеїн-

тирозинфосфатаз на молекулярній платформі тетраазамакроциклів і фулеренів. 

Для досягнення цієї мети необхідно було вирішити наступні завдання: 

- з’ясувати основні закономірності і селективність інгібування окремих 

протеїнтирозинфосфатаз похідними тетраазамакроциклів і фулеренів; 

- встановити кінетичні закономірності і механізми інгібування ТС-РТР бензил-

α,α-дифтор-β-кетофосфонатними похідними тетраазамакроциклів; 

- встановити особливості інгібувального впливу полікарбоксилатних похідних 

фулеренів на активність CD45 і PTP1B; 

- на основі дослідів in vitro та in silico проаналізувати інгібувальну здатність 

полігідроксильованих фулеренів стосовно РТР1В та інших протеїнтирозин-

фосфатаз. 

Об’єкт дослідження – синтетичні похідні тетраазамакроциклів і фулеренів як 

інгібітори протеїнтирозинфосфатаз. 

Предмет дослідження – інгібування людських протеїнтирозинфосфатаз 

фосфонатними похідними тетраазамакроциклів і полікарбоксилатними та іншими 

похідними фулеренів. 

Методи дослідження – ензиматична кінетика, спектральні методи аналізу, 

молекулярний докінг, теоретичні розрахунки. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше продемонстровано 

можливість використання тетраазамакроциклів як молекулярної платформи для 

конструювання фосфонатних інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз. Встановлено, що 

активність таких інгібіторів визначається природою замісників і структурою 

макроциклічної платформи. Знайдено, що тетракіс-заміщений циклам, що вміщує 

чотири бензил-α,α-дифтор-β-кетофосфонатні групи, є сильним і селективним 

інгібітором Т-клітинної протеїнтирозинфосфатази. На основі проведених 

кінетичних досліджень та результатів молекулярного докінгу обґрунтовано 

конкурентний стосовно субстрату механізм інгібування. Вивчено залежність між 

структурою ряду водорозчинних похідних фулерену та їх активністю як інгібіторів 

РТРаз. Вперше з’ясовано, що фулерени, функціоналізовані карбоксильними 

групами, можуть бути ефективними і селективними інгібіторами протеїнтирозин-

фосфатази CD45. Показано, що вплив цих сполук на активність ензиму описується 

механізмом змішаного типу. Знайдено, що полігідроксильовані фулерени здатні 

ефективно інгібувати РТР1В та СD45. За результатами комп’ютерних розрахунків 

виявлено залежність енергії докінгу фулеренолів в активний та алостеричний центри 

PTP1B від ступеня гідроксилювання фулеренового ядра. 
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Практичне значення одержаних результатів. Запропоновано і розроблено 

нові ідеї, що можуть бути враховані при обґрунтуванні механізмів фізіологічної 

активності відомих похідних тетраазамакроциклів і фулеренів в живих організмах. 

Результати дисертаційної роботи є важливими для конструювання нових інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз, що можуть бути використані для з’ясування механізмів 

внутрішньоклітинних біохімічних перетворень і створення потенційних лікарських 

засобів. 

Особистий внесок здобувача. Дисертантом проведено огляд даних 

літератури, повністю виконано експериментальну частину роботи, а також 

здійснено обробку результатів кінетичних та комп’ютерних досліджень. Всі 

публікації оформлено за безпосередньою участю дисертанта. Планування 

досліджень та обговорення їх результатів проводилось спільно з науковим 

керівником – чл. кор. НАН України А.І. Вовком. Окремі етапи роботи 

обговорювались з к.х.н. В.Ю. Танчуком та м.н.с. В.В. Трушом. Моделювання 

необхідних конформацій ензимів та ензим-інгібіторних комплексів виконано 

дисертантом у співпраці з к.х.н. В.Ю. Танчуком. Дисертант висловлює щиру подяку 

всім співавторам робіт за їх вклад у підготовку друкованих праць. 

Апробація результатів дисертації. Результати роботи були представлені на 

наукових конференціях ІБОНХ НАН України (Київ, 2013 р. та 2014 р.); міжнародній 

міждисциплінарній науковій конференції «Біологічно активні речовини і матеріали: 

фундаментальні та прикладні питання отримання та застосування (Новий світ, 

2013 р.); ІІ міжнародній науково-практичній конференції «Координаційні сполуки: 

синтез і властивості» (Ніжин, 2013); ХХІІІ Українській конференції з органічної 

хімії (Чернівці, 2013 р.); XI Українському біохімічному конгресі (Київ, 2014 р.). 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 5 статей у фахових 

наукових журналах, 1 статтю в колективній монографії і тези 4 доповідей. 

Структура та об’єм роботи. Дисертаційна робота складається зі вступу, огляду 

літератури, експериментальної частини, викладу отриманих результатів та їх 

обговорення, висновку і списку посилань на літературні джерела (373 найменувань). 

Дисертаційна робота викладена на 162 сторінках друкованого тексту, 

проілюстрована 14 таблицями, 45 рисунками та 4 схемами. 

 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 

 

Огляд літератури (розділ 1) присвячений викладу даних про біохімічні 

функції протеїнтирозинфосфатаз. Розглянуто питання біоактивності похідних 

тетраазамакроциклів і фулеренів. Проаналізовано результати досліджень впливу цих 

сполук на функціонування ензимів та інших білків. 

Матеріали та методи досліджень (розділ 2). В роботі використовували 

рекомбінантні препарати людських протеїнтирозинфосфатаз: PTP1B (з 1-436 та 1-

322 амінокислотними залишками), TC-PTP, CD45, SHP2, PTPβ, MEG1 та MEG2. Як 

субстрати використовували п-нітрофенілфосфат (pNPP) та 4-метилумбелліферил-

фосфат (4-MUP). Ензими і субстрати було поставлено фірмою “Sigma-Aldrich”. 

Похідні тетраазамакроциклів синтезовано під керівництвом академіка НАН України 

В.П. Кухаря та професора В.Д. Романенка. Піролідино[60]фулерен-трис-карбонова 
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кислота та полігідроксильований фулерен були придбані у фірми “Sigma-Aldrich”. 

Інші функціоналізовані фулерени були синтезовані під керівництвом канд. хім. наук 

П.А. Трошина (ІПХФ РАН). 

Кінетику гідролізу рNPP реєстрували за зміною оптичної густини реакційної 

суміші при 410 нм. Реакцію проводили в кюветі спектрофотометра Specord 210 Plus 

при 37
о
С (PTP1B), 30

о
С (CD45, TC-PTP, SHP2 та PTPPβ) та 25

о
С (MEG1 та MEG2). 

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 і складала у випадку pNPP 2 мМ (PTP1B, TC-PTP), 5 мМ 

(CD45), 7 мМ (SHP2), 6 мМ (MEG1 та MEG2), та 1 мМ (PTPβ), а у випадку 4-MUP 

була 0,3 мМ (PTP1B, TC-PTP), 0,8 мМ (CD45), 0,7 мМ (SHP2) і 0,2 мМ (PTPβ). 

Значення IC50 розраховували з дозозалежної кривої залишкової активності ензиму 

від концентрації інгібітора. Константу інгібування вираховували з оберненої 

залежності швидкості ензиматичної реакції від концентрації субстрату в 

координатах Лайнуівера-Берка. Константи інгібування і ІС50 подані як середні 

значення зі стандартним відхиленням, а коефіцієнти Хіла – як середні значення зі 

стандартною помилкою. 

Комп’ютерне моделювання проведено за допомогою програм AutoDock 4.2 і 

Autodock Vina як описано раніше [Tanchuk V.Y., et al., 2013]. Кристалічні структури 

ензимів завантажено з бази даних, що розміщена на сайті RSCB Protein Data Bank. 

Необхідні конформації TC-PTP та CD45, які не було знайдено в базі даних, 

змодельовано за допомогою Modeller 9.12, Chimera 1.10 та оптимізовано програмою 

Gromacs. Для попередньої підготовки молекул лігандів було використано програми 

MarvinSketch, Avogadro та AutoDockTools. Результати докінгу аналізували за 

допомогою програм Swiss-PdbViewer 4.1 та Discovery Studio 3.5. 

Тетраазамакроцикли як молекулярна платформа для конструювання 

інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз (розділ 3). Відомо, що моноалкілфосфонатні 

групи є міметиками фосфорильованих фрагментів білків. Тому деякі з похідних 

фосфонових, α,α-дифторфосфонових і α,α-дифтор-β-кетофосфоних кислот можуть 

виявляти інгібувальну здатність стосовно РТРаз. Важливим в структурі біоактивних 

фосфонатів є також наявність молекулярного скафолду, що ковалентно утримує 

один або кілька біоізостерних стосовно фосфотирозинового фрагменту замісників, 

забезпечуючи тим самим формування специфічних взаємодій з амінокислотними 

залишками в області активного центру та поза ним. У цій роботі для конструювання 

нових інгібіторів РТРаз нами вперше було використано тетраазамакроцикли – 

циклам і його структурні аналоги. Головна ідея дослідження полягала в припущенні, 

що об’єднання двох або більше α,α-дифтор-β-кетофосфонатних фрагментів на 

молекулярній платформі тетраазамакроциклу забезпечить зростання інгібувальної 

здатності та селективності дії інгібітора. 

Інгібувальний вплив сполук 1-10 на активність ряду протеїнтирозинфосфатаз 

(TC-PTP, PTP1B, SHP2, MEG2, PTPβ, CD45) було вивчено in vitro з використанням 

pNPP як штучного субстрату. Оцінку ефективності та селективності дії сполук 

здійснювали на основі значень IC50 (табл. 1), що були розраховані з дозозалежних 

кривих і є концентраціями інгібіторів, які знижують активність ензиму на 50%. 
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Таблиця 1. 

Значення IC50 (мкМ) для похідних тетраазамакроциклів 3-10 як інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз 

Інгібітор TC-PTP PTP1B SHP2 MEG2 PTPβ CD45 

3 1100 ± 240 > 100 > 100 - > 100 670 ± 260 

4 230 ± 67 750 ± 100 > 100 - > 100 > 100 

5 110 ± 6,6 65 ± 16 86 ± 25 - 160 ± 48 35 ± 4 

6 217 ± 47 270 ± 30 > 100 - > 100 780 ± 240 

7 9,7 ± 1,6 105 ± 29 > 100 - > 100 > 100 

8 0,075 ± 0,013 1,08 ± 0,29 87 ± 26 44 ± 6 34 ± 3 > 100 

9 0,59 ± 0,15 4,04±0,13 27 ± 6 180 ± 18 53 ± 5 340 ± 90 

10 0,091 ± 0,019 1,48 ± 0,08 137 ± 23 > 100 82 ± 23 > 100 

 

Порівняння інгібувальної здатності похідних 1,4,8,11-тетраазацикло-

тетрадекану (цикламу) 3-7 з замісниками різної хімічної природи свідчить про 

наступне. Наявність двох фрагментів 1,1-дифтор-2-оксоетилфосфонової кислоти в 
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структурі інгібіторів 3-5 забезпечує інгібування TC-PTP, PTP1B і CD45 в 

концентраційному діапазоні 1200 – 4000 мкМ. При цьому малоактивною була 

сполука 3 з метильними замісниками. Введення бензильних замісників (інгібітор 4) 

значно підвищило спорідненість до TC-PTP. Похідна цикламу 5 з 2-нафтил-

метильними фрагментами виявила кращу інгібувальну здатність щодо всіх 

протестованих PTPаз, особливо CD45. Очевидно, наявність в хімічній структурі 

гідрофобних замісників забезпечує тісніші контакти цього інгібітора з ензимом. 

Введення в структуру 6 чотирьох 1,1-дифтор-2-оксоетилфосфонатних замісників не 

привело до значного збільшення активності інгібітора. При цьому інгібування 

зростало при переході від сполуки 4 до сполуки 7 завдяки бензильному лінкеру між 

1,1-дифтор-2-оксоетилфосфонатним фрагментом і макроциклом. Біс-функціона-

лізована похідна цикламу 7 демонструвала приблизно на порядок більшу активність 

стосовно ТС-РТР з ІС50 9,7 мкМ, виявляючи при цьому значну селективність у 

порівнянні з впливом на інші РТРази. 

Тетракіс-заміщені похідні тетраазамакроциклів 8-10 з (1-оксо-2,2-дифтор-2-

фосфоно)етилбензильними замісниками продемонстрували найвищу інгібувальну 

здатність відносно Т-клітинної протеїнтирозинфосфатази, виявляючи значно меншу 

активність щодо PTP1B, PTPβ, MEG2, SHP2 та CD45. ІС50 сполуки 8 при інгібуванні 

ТС-РТР становить 75 нМ. Експерименти з модельною сполукою 1 свідчать про її 

низьку спорідненість до РТРаз (значення IC50 понад 100 мкМ). Немодифікований 

1,4,8,11-тетраазациклотетрадекан 2 при концентрації 100 мкМ не виявляв 

інгібувального ефекту, а в деяких випадках навіть підвищував активність ензиму. Ці 

дані вказують на те, що інгібувальні властивості сполук 8-10 є результатом 

об’єднання в одній структурі бензил-α,α-дифтор-β-кетофосфонатних фрагментів та 

тетраазамакроциклічної платформи. 

Інгібувальна здатність і селективність тетракіс-заміщених бензил-α,α-дифтор-

β-кетофосфонатних похідних тетраазамакроциклів 8-10 залежить від розміру 

макроциклічного кільця. Найактивніша сполука 8 як інгібітор TC-PTP виявилась в 

14 разів селективнішою у порівнянні з PTP1B, в 900 разів – у порівнянні з PTPβ та 

більше ніж у 1000 разів – у порівнянні з MEG2, SHP2, та CD45. Заміна цикламної 

платформи на цикленову (сполука 9) привела до зниження інгібувальної активності 

відносно TC-PTP та PTP1B приблизно в 7 та 4 рази, відповідно. Розширення 

поліамінного циклу у разі сполуки 10 мало незначний вплив на властивості 

інгібітора. 

Коефіцієнти Хіла, розраховані з дозозалежних кривих (рис. 1), становлять 

0,74 ± 0,22 та 1,04 ± 0,52, що свідчить про залученість одного центру зв’язування у 

механізмах інгібування сполукою 8 як у випадку TC-PTP, так і у випадку PTP1B. 

Графік Лайнуівера-Берка (рис. 2), що ілюструє залежність початкової швидкості 

гідролізу за наявності TC-PTP і макроциклу 8 від початкової концентрації субстрату, 

узгоджується з конкурентним механізмом інгібування. У відповідності з таким 

механізмом макроциклічний інгібітор зв’язується в активному центрі ензиму, 

блокуючи формування ензим-субстратного комплексу в процесі каталітичних 

перетворень субстрату до неорганічного фосфату. Розрахована з лінеаризованої 

залежності (рис. 2) константа інгібування складає 57 ± 7 нМ. 
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Методом молекулярного докінгу 

встановлено, що сполука 8 може 

локалізуватись в області активного 

центру TC-PTP з відкритою (PDB код 

1L8K) та закритою WPD-петлею 

(змодельована конформація ензиму) з 

енергіями зв’язування -9,6 ккал/моль та 

-6,9 ккал/моль, відповідно. В енергетич-

но вигіднішому випадку, коли ензим має 

відкриту WPD-петлю, інгібітор накриває 

активний центр (рис. 3), обмежуючи 

доступ субстрату до каталітично 

важливих амінокислотних залишків. 

При цьому бензил-α,α-дифтор-β-кето-

фосфонатні замісники утворюють 

численні водневі зв’язки з Arg47, Lys122, Trp180, Phe183, Gly184, Arg222, Gln260 і 

Gln264. Додаткові взаємодії спостерігалися між атомами фтору інгібітора та 

залишками Val51 і Ile220. Внутрішньомолекулярні контакти між ароматичними 

кільцями замісників тетраазамакроциклу допомагають стабілізувати конформацію 

інгібітора. 

 

Молекулярний докінг макроциклічного інгібітора 8 в активний центр ТС-РТР 

свідчить про його фіксацію за участю Arg114, тоді як утворення подібного зв’язку в 

структурі PTP1B з відповідним Arg112 ускладнюється через стеричні перешкоди 

амінокислотних залишків R-петлі. Це вказує на те, що однією з причин селективної 

дії тетракіс-заміщених бензил-α,α-дифтор-β-кетофосфонатних похідних тетрааза-

 
Рис. 1. Дозозалежне інгібування 

TC-PTP (○) та PTP1B (□) сполукою 8. 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Інгібування TC-PTP 

сполукою 8 при концентрації 0 (■), 

0,02 мкM (◊), 0,04 мкM (▲), 0,08 мкM (○). 

Рис. 3. Модель зв’язування   

сполуки 8 в області активного центру 

TC-PTP з відкритою WPD-петлею. 
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макроциклів на активність TC-PTP у порівнянні з впливом на PTP1B може бути 

різне взаємне розташування WPD- та R-петлі в структурі TC-PTP та відповідних 

петель в структурі PTP1B. 

Для з’ясування причин селективності похідних тетраазамакроциклів як 

інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз ми порівняли гідрофільність області активного 

центру РТР1В, TC-PTP, PTPβ, SHP2 та CD45. Сумарне значення LogP областей 

молекулярної поверхні ензимів, відповідальних за зв’язування субстрату (рTyr-

розпізнаючої петлі, Q-петлі, WPD-петлі, PTP-петлі та R-петлі), добре узгоджується 

зі значеннями IC50 сполук 8-10 (падіння гідрофільності областей активних центрів 

PTPаз відбувається в ряду TC-PTP > PTP1B > PTPβ > SHP2 > CD45). Ймовірно, що 

ефективне зв’язування інгібіторів 8-10 забезпечується площинною структурою 

макроциклічної платформи та чотирма рівноцінними фосфонатними групами, 

закріпленими на ній. 

Результати дослідження фосфонатних похідних тетраазамакроциклів 7-10 

демонструють їх потенціал як сполук, що селективно інгібують ТС-РТР. Разом з 

тим, селективне інгібування спорідненого ензиму – РТР1В – спостерігалося у 

випадку фосфонатних похідних на платформі калікс[4]аренів [Trush V.V, et al., 

2013]. Враховуючи це, був значний інтерес до вивчення нових селективних 

інгібіторів РТРаз на основі інших об'ємних органічних скафолдів, таких як 

фулерени. 

Похідні фулеренів як новий клас інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз 

(розділ 4). Співрозмірність області каталітичної кишені, що формується на окремих 

етапах каталізу РТРазами, та фулеренових наночастинок дозволяє розглядати їх як 

молекули, що могли б впливати на активність цих ензимів. Очевидно, структури 

інгібіторів РТРаз на платформі фулеренів мають включати аніоногенні групи. 

Водорозчинними сполуками, які вивчалися нами, були пірролідино[60]фулерен-

трис-карбонова кислота (11), [60]фулерен-пентакіс-фенілацетат натрію (12) та 

[70]фулерен-октакіс-фенілпропіонат калію (13), що відрізняються залишками 

карбонових кислот і природою фулеренового каркасу. При аналізі інгібувальної 

активності сполук 11-13 використовували флуорогенний субстрат 4-MUP. 

Як видно з табл. 2, ці сполуки виявилися сильними інгібіторами РТРаз зі 

значенням IC50 в низькомікромолярному діапазоні. Інгібувальний профіль є 

переважно подібним, і результати виконаних досліджень дозволяють розглядати 

такі функціоналізовані фулерени як інгібітори CD45 зі зниженим впливом на 

PTP1B, SHP2, PTPβ та TC-PTP. Селективність інгібування CD45 складає 10-20 разів 

відносно TC-PTP та 5-40 разів у порівнянні з впливом на PTPβ. Відносно PTP1B та 

SHP2 похідні 11 та 12 продемонстрували малу селективність. Однак, інгібування 

CD45 похідною [70]фулерену 13 виявилось у 8 і 20 разів ефективнішим, ніж 

інгібування SHP2 та PTP1B, відповідно.  

Коефіцієнти Хіла для похідної фулерену 11, розраховані з дозозалежних 

кривих інгібування ензиматичної активності TC-PTP, CD45 та PTP1B (рис. 4), 

становлять 1,34 ± 0,24, 1,34 ± 0,28 та 1,10 ± 0,23, відповідно. Це вказує на те, що у 

випадку PTP1B тільки один центр зв’язування може бути залучений до механізму 

інгібування, тоді як у випадку CD45 та TC-PTP їх може бути два. 
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Таблиця 2. 

Значення IC50 (мкМ) фулеренів 11-13 як інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз
 

Інгібітор CD45 PTP1B TC-PTP SHP2 PTPβ 

11 0,081 ± 0,021 0,20 ± 0,05 0,96 ± 0,12 0,23 ± 0,02 0,36 ± 0,04 

12 0,064 ± 0,015 0,20 ± 0,03 1,40 ± 0,40 0,20 ± 0,03 0,63 ± 0,06 

13 0,014 ± 0,004 0,31 ± 0,04 0,18 ± 0,04 0,11 ± 0,02 0,56 ± 0,06 

 

  
Рис. 4. Дозозалежна крива 

інгібування CD45 (∆), PTP1B (○) і TC-

PTP (□) сполукою 11. 4-MUP було 

використано як субстрат. 

Рис. 5. Інгібування PTP1B сполу-

кою 11 при концентрації 0 (▲), 0,1 мкM 

(∆), 0,2 мкM (●), 0,3 мкM (○).  

 

Графік інгібування активності PTP1B похідною фулерену 11 в координатах 

Лайнуівера-Берка (рис. 5) описується закономірностями конкурентного механізму зі 

значенням Ki 0,19 ± 0,03 мкМ. Цей механізм включає облаштування наночастинки 

інгібітора в область активного центру ензиму. 

Комп’ютерне моделювання ензим-інгібіторних комплексів показало, що 

відкрита конформація PTP1B (PDB код 1NL9) є сприятливішою для зв’язування 

фулеренової молекули, ніж закрита (PDB код 2CM8). У разі кристалу 1NL9 з 

відкритою WPD-петлею піролідино[60]фулерен-трис-карбонова кислота 11 займає 

широку впадину активного центру ензиму. Розрахована енергія докінгу (∆Gdoc) 
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становить -8,78 ккал/моль та -10,65 ккал/моль для моделей А та Б, відповідно (рис. 

6). Згідно моделі А, карбоксилатні групи інгібітора спрямовані до залишку Cys215 та 

формують водневі зв’язки з Ser216, Ala217, Gly220 та Arg221. Фулеренове ядро 

наближено до Tyr46 та Lys120. В енергетично вигіднішій моделі Б взаємодія 

фулеренового каркасу із залишками Tyr46, Lys116, Ala217 та Gln262 забезпечує 

більшу стабільність ензим-інгібіторного комплексу, тоді як карбоксилатні групи 

сполуки 11 формують водневі зв’язки з Arg221, Gln183 та Gln266. 
 

  
Рис. 6. Моделі зв’язування похідної фулерену 11 в області активного 

центру PTP1B з відкритою WPD-петлею, що відрізняються орієнтацією 

замісника. Подвійні зв’язки фулеренового каркасу відображено як одинарні. 

 

Механізм інгібування активності 

CD45 похідною фулерену 11 опису-

ється закономірностями змішаного 

типу (рис. 7). Розрахунки методом 

молекулярного докінгу свідчать, що 

інгібітор може зв'язуватись в області 

активного центру каталітичного 

домену CD45 з відкритою WPD-

петлею (конформацію ензиму 

змодельовано автором; нижче наведено 

нумерацію амінокислот відповідно до 

їх порядкового номера в кристалі 

1YGR) та в додатковому центрі в 

області R-петлі з енергіями зв’язування 

-10,06 ккал/моль та -10,44 ккал/моль, 

відповідно. Облаштовуючись в область 

каталітичної впадини, карбоксилатні 

групи піролідино[60]фулерен-трис-

карбонової кислоти 11 (модель А; рис. 8) формують водневі зв’язки з Trp794, Gly798 

та Gln876, а фулеренове ядро утримується силами Ван-дер-Вальса і 

електростатичними взаємодіями в області Tyr658, Glu731, Asp796, Ser829, Arg834, 

Gln872 та інших амінокислотних залишків. У випадку моделі Б (рис. 8) 

карбоксилатні групи сполуки 11 формують водневі зв’язки з Trp741, Met744 та 

Arg763, а фулеренова наночастинка розміщується біля Arg728, Cys729, Glu730, 

 
Рис. 7. Інгібування активності CD45 

фулереном 11 при концентрації 0 (♦) та 

0,08 мкМ (○). 

А Б 
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Glu739, Trp741, Ile768 та Thr792. Необхідно зазначити, що зв’язування інгібітора в 

області R-петлі може суттєво вплинути на рух WPD-петлі, забезпечуючи 

неконкурентну складову в механізмі інгібування активності ензиму. 

 

  
Рис. 8. Модель зв’язування сполуки 11 в області активного центру (А) та в 

області R-петлі (Б) протеїнтирозинфосфатази CD45.  

 

 
 

 

А Б 
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Таблиця 3. 

Значення IC50 (мкМ) полікарбоксильованих фулеренів 14-21 як інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз 

Інгібітор CD45 PTP1B SHP2 

14 0,12 ± 0,03 0,27 ± 0,06 0,42 ± 0,1 

15 0,68 ± 0,16 0,89 ± 0,22 1,92 ± 0,19 

16 0,17 ± 0,05 0,24 ± 0,04 1,83 ± 0,33 

17 0,05 ± 0,01 0,32 ± 0,06 0,38 ± 0,09 

18 0,20 ± 0,02 1,06 ± 0,20 7,54 ± 0,89 

19 0,79 ± 0,19 0,94 ± 0,25 1,24 ± 0,18 

20 1,26 ± 0,08 2,20 ± 0,42 2,18 ± 0,62 

21 0,12 ± 0,02 0,97 ± 0,13 2,67 ± 0,27 

 

Дослідження ряду інших полікарбоксильованих похідних фулерену C60 з 

використанням pNPP як субстрату продемонструвало інгібувальні ефекти, подібні 

до впливу сполук 11-13. Згідно результатів табл. 3, похідні фулеренів 14-21 

селективно інгібують CD45 та проявляють порівняно знижену активність стосовно 

PTP1B та SHP2. Похідна 17 виявляє найкращий інгібувальний вплив на CD45, проте 

дія сполуки 21, що в молекулярній структурі вміщує п’ять фрагментів 

феноксимасляної кислоти, була селективнішою. Похідні фулерену 14, 15, 19 та 20 

показали співмірну активність проти CD45, PTP1B та SHP2. В той же час сполуки 

17, 18, та 21 виявились в 5-8 разів селективнішими стосовно PTP1B та в 7-35 разів 

селективнішими у порівнянні з впливом на SHP2. Крім того, похідні 14-21 були в 

10-70 разів селективніші відносно TC-PTP та PTPβ. 

Аналіз рядів сполук 14-16 та 19-21 свідчить, що похідні фулерену 15 та 20, які 

містять в молекулярній структурі фрагменти пропіонової кислоти, виявляють дещо 

знижену інгібувальну здатність стосовно CD45 та PTP1B. Інгібувальна дія 

інгібіторів CD45, що містять фрагменти фенілоцтової кислоти (14), нафтилоцтової 

кислоти (17) та біфенілоцтової кислоти (18), виявилась співмірною. Однак, заміна 

фенільної частини в структурі похідної 14 на біфенільну (сполука 18) значно 

понизила спорідненість інгібітора до SHP2. 

Подібність профілей інгібування для ряду похідних фулеренів 14-21, а також 

сполук 11-13 вказує на те, що фулеренове ядро може відігравати важливу роль у 

взаємодії з тим чи іншим ензимом, тоді як замісники різної хімічної природи у 

більшості випадків забезпечують лише незначний вплив на селективність дії 

інгібітора. Згідно розрахунків, виконаних методом молекулярного докінгу, 

наявність громіздкого неіоногенного замісника або двох протилежно розташованих 

замісників на фулереновому каркасі може стати суттєвою перешкодою при 

зв’язуванні цих інгібіторів в області  активного центру протеїнтирозинфосфатаз. 

Для з’ясування причин селективності похідних фулеренів як інгібіторів CD45 

у порівнянні з їх впливом на PTP1B, SHP2, TC-PTP та PTPβ ми проаналізували 

особливості активної поверхні цих РТРаз. Було встановлено, що аліфатичні і 

неполярні залишки оточують впадину активного центру CD45, створюючи таким 

чином середовище, значно відмінне від аналогічної області в структурі РТР1В, що 
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оточена зарядженими залишками аргініну і лізину. Загалом, область активного 

центру CD45 не так позитивно заряджена як у РТР1В і більш гідрофобна і тому є 

більш сприятливою для зв’язування гідрофобного фулеренового фрагмента 

молекули інгібітора. Зниження розрахованих гідрофобностей областей активних 

центрів РТРаз, що зменшується в ряду CD45 > SHP2 > PTPβ > PTP1B > TC-PTP, 

певною мірою узгоджується зі зниженнями інгібувального впливу похідної 

фулерену 11. Таким чином, гідрофобність поверхні  протеїнтирозинфосфатаз може 

бути суттєвим фактором у механізмах, що забезпечують селективність інгібування 

CD45 похідними фулерену. 

Особливості впливу полігідроксильованих фулеренів на активність 

протеїнтирозинфосфатази 1B (розділ 5). Оскільки фулеренова частинка інгібітора 

може відігрівати ключову роль в інгібуванні протеїнтирозинфосфатаз (розділ 4), ми 

припустили, що перспективними для пошуку нових інгібіторів цих ензимів могли б 

бути полігідроксильовані фулерени. Ці сполуки з певною кількістю гідроксильних 

груп (понад сім) можна розглядати як похідні фулерену з дещо іншими фізико-

хімічними властивостями, ніж у полікарбоксильованих похідних 11-21. В першу 

чергу це обумовлено більшою гідрофільністю наночастинки C60(OH)7+x, тоді як 

попередньо розглянуті похідні є гідрофобнішими. Значний інтерес до 

полігідроксильованих фулеренів як потенційно біоактивних сполук обумовлений з 

одного боку їх розчинністю у воді, а з іншого – їх низькою токсичністю. 

В представленому дослідженні використано препарат полігідроксильованого 

фулерену фірми “Sigma-Aldrich” без додаткової очистки. Реагент був сумішшю 

фулеренолів і вміщував приблизно тридцять окси-фрагментів на кожне фулеренове 

ядро. 

З’ясувалося, що полігідрокси-

льовані фулерени здатні інгібувати 

активність ряду протеїнтирозин-

фосфатаз в діапазоні від низької 

мікромолярної до високої нано-

молярної концентрації. З табл. 5 

видно, що фулереноли є сильними 

інгібіторами CD45 з дещо меншим 

впливом на активність PTP1B і 

SHP2. При цьому експериментальні 

значення IC50 для Meg1, Meg2, TC-

PTP та PTPβ виявилися приблизно 

на порядок більшими. 

Дослідження кінетики впливу 

полігідроксильованих фулеренів на 

активність PTP1B продемонструвало зниження швидкості ензиматичної реакції з 

часом, що обумовлено повільним облаштуванням інгібітора. Тому для аналізу 

кінетичних результатів було використано стаціонарні швидкості (з п’ятої по десяту 

хвилину вимірювання). Коефіцієнт Хіла, обрахований з дозозалежної кривої (рис. 9), 

становить 2,20 ± 0,51, що свідчить про уявний позитивний кооперативний вплив з 

Таблиця 5 

Значення IC50 (мкМ) 

полігідроксильованих фулеренів як 

інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз
* 

Ензим 4-MUP pNPP 

CD45 0,034 ± 0,009 0,047 ± 0,002 

PTP1B 0,08 ± 0,03 0,061 ± 0,004 

SHP2 0,16 ± 0,048 - 

Meg2 - 0,29 ± 0,03 

Meg1 - 0,32 ± 0,01 

TC-PTP 0,36 ± 0,08 - 

PTPβ 0,39 ± 0,08 - 
*
У перерахунку на структуру C60(OH)30. 
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залученням щонайменше двох 

центрів на поверхні PTP1B до 

зв’язування молекул полігідрокси-

льованого фулерену. 

Аналіз залежності уявної 

стаціонарної швидкості від концент-

рації субстрату в координатах 

Лайнуівера-Берка (рис. 10) не 

дозволив однозначно ідентифікувати 

тип інгібування. Подібні кінетичні 

закономірності спостерігалися і у 

випадку використання pNPP як 

субстрату. Значне зростання впливу 

полігідроксильованих фулеренів при 

концентрації, близький до 0,1 мкг/мл 

може бути віднесено до супрамолеку-

лярних взаємодій наночастинок у 

водній фазі. Разом з тим, аналіз 

вторинної залежності значень нахилу прямих ліній та значень перетину осі 1/V, 

отриманих з рис. 10, від концентрації інгібітора (рис. 11) узгоджується зі взаємодією 

молекул фулеренолів з двома центрами зв’язування на поверхні PTP1B. У цьому разі, 

відповідно до можливого S-лінійного I-параболітичного механізму інгібування, 

полігідроксильовані фулерени, взаємодіючи з ензимом, можуть формувати комплекси 

EI, IEI та неактивний комплекс IES (схема 1). 

 

 

 

Рис. 11. Залежність нахилу ліній 

тренду та значень 1/Vmax (дані рис. 10) 

від концентрації інгібітора. 

Рис. 10. Інгібування активності 

PTP1B полігідроксильованими фулерена-

ми. Концентрації інгібітора 0 (♦), 

0,036 мкг/мл (○), 0,072 мкг/мл (◊), та 

0,144 мкг/мл (∆). 

Схема 1. 

 

 
Рис. 9. Крива дозозалежного 

інгібування активності PTP1B полігідрокси-

льованими фулеренами. pNPP використано 

як субстрат. 
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Рис. 12. Можливі моделі зв’язування полігідроксильованого фулерену 

C60(OH)30 в активному (A) та алостеричному (Б) центрах зв’язування PTP1B з 

відкритою WPD-петлею. 

 

Комп’ютерне моделювання ензим-інгібіторних комплексів показало, що 

полігідроксильований фулерен C60(OH)30 може займати активний та алостеричний 

центр PTP1B (PDB код 1NL9) майже з однаковими енергіями докінгу (рис. 12). 

Значення ∆Gdoc становлять -8,2 ккал/моль та -7,7 ккал/моль, відповідно. 

Розташування молекули фулеренолу в області активного центру ензиму 

характеризується наявністю водневих зв’язків з Asp48, Glu115, Lys116, Lys120, 

Asp181, Ala217, Ser216, Gly220, Arg221 та Gln266, а відстань до каталітично 

важливого Cys215 становить 3,72 Å. Ензим-інгібіторний комплекс додатково 

стабілізують стекінг π-π та катіон-π взаємодії з Tyr46 та Lys120, відповідно. Однак, 

при закритому положенні WPD-петлі PTP1B (PDB код 2CM8) молекула C60(OH)30 не 

може закріпитися в області активного центру. У цьому випадку, як і у випадку 

РТР1В з відкритою WPD-петлею, інгібітор може розміститися в області 

алостеричного центру на відстані приблизно 20 Å від каталітично важливого 

Cys215. Молекула C60(OH)30 займає область впадини, що утворена альфа-спіралями 

3, 4, 6, 7 та S-петлею, які беруть участь у конформаційних змінах ензиму. При цьому 

інгібітор формує водневі зв’язки з Arg79, Arg199, Glu200, Gly202, Ser205, Glu207, 

Asp236 та Gln288. 
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Результати молекулярного докінгу ряду полігідроксильованих фулеренів 

C60(OH)6, C60(OH)12, C60(OH)18, C60(OH)24, C60(OH)30, C60(OH)36 як інгібіторів PTP1B 

свідчать про можливу залежність їх інгібувального потенціалу та механізму дії від 

ступеня гідроксильованості нанорозмірних структур. 

 

ВИСНОВКИ 

 

В дисертаційній роботі представлено експериментальні і теоретичні 

узагальнення нових підходів щодо створення інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз на 

основі тетраазамакроциклів і фулеренів. 

1. Вперше встановлено, що тетраазамакроцикли можуть бути перспективними 

молекулярними платформами для конструювання інгібіторів протеїнтирозин-

фосфатаз. Показано, що інгібувальний потенціал та селективність дії досліджених 

сполук залежить як від хімічної природи замісників, що розміщені на макро-

циклічному ободі, так і від розмірів макроциклу. 

2. Похідні цикламу та його структурні аналоги з бензил-α,α-дифтор-β-

кетофосфонатними замісниками є потенційними інгібіторами TC-PTP з константами 

інгібування в низькомікромолярному діапазоні та значно меншим впливом на інші 

протеїнтирозинфосфатази. Коефіцієнт Хіла для тетракіс-заміщеної бензил-α,α-

дифтор-β-кетофосфонатної похідної 1,4,8,11-тетраазациклотетрадекану свідчить про 

наявність одного центру зв’язування інгібітора на молекулярній поверхні ензиму. 

Механізм дії сполуки описується закономірностями конкурентного інгібування. 

Згідно розрахунків методом молекулярного докінгу, інгібітор закріплюється в 

області активного центру TC-PTP, блокуючи доступ субстрату до каталітично 

важливих амінокислотних залишків. 

3. Встановлено, що полікарбоксильовані похідні фулеренів є сильними 

інгібіторами CD45. Ці сполуки меншою мірою інгібують PTP1B, SHP2, а також TC-

PTP і PTPβ. Найкращу селективність стосовно CD45 виявляє полікарбоксильована 

похідна фулерену С70. Результати кінетичних досліджень і комп'ютерних 

розрахунків свідчать, що основний вклад у взаємодію нанорозмірних інгібіторів з 

різними РТРазами забезпечується фулереновим ядром, а замісники різної хімічної 

природи мало змінюють селективність інгібування. 

4. Вплив піролідино[60]фулерен-трис-карбонової кислоти на активність CD45 

узгоджується зі змішаним механізмом інгібування. Результати молекулярного 

докінгу демонструють, що інгібітор облаштовується як в активний центр ензиму, 

так і в область R-петлі. Кінетика інгібування активності PTP1B піролідино[60]-

фулерен-трис-карбоновою кислотою описується конкурентним механізмом. 

Порівняння молекулярної поверхні PTP1B і CD45 вказує на те, що гідрофобність 

CD45 може бути причиною зростання спорідненості фулеренових інгібіторів до 

цього ензиму. 

5. Дослідження інгібувального впливу полігідроксильованих фулеренів на 

активність PTP1B свідчать про те, що щонайменше два центри зв’язування на 

поверхні ензиму можуть бути залучені до механізму інгібування. Згідно даних 

молекулярного докінгу, полігідроксильовані фулерени займають область активного 

та алостеричного центрів  РТР1В приблизно з однаковим значенням енергії 
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зв’язування. При цьому ефективність та механізм інгібування PTP1B може залежати 

від ступеня гідроксилювання фулеренової наночастинки. 
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АНОТАЦІЯ 
 

Кобзар О. Л. – Потенційні інгібітори протеїнтирозинфосфатаз на основі 

тетраазамакроциклів і фулеренів. – Рукопис. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук за 

спеціальністю 02.00.10 – біоорганічна хімія. – Інститут біоорганічної хімії та 

нафтохімії Національної Академії Наук України, Київ, 2015. 

В дисертаційній роботі вперше показано можливість застосування 

тетраазамакроциклів і фулеренів як молекулярної платформи для конструювання 

інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз. Одержані результати свідчать, що ефективність 

та селективність похідних тетраазамакроциклів як інгібіторів PTPаз залежить від 

хімічної природи замісників та структури макроциклу. Встановлено, що тетракіс-

заміщена бензил-α,α-дифтор-β-кетофосфонатна похідна цикламу інгібує активність 

TС-РТР за конкурентним механізмом зі значною селективністю у порівнянні з 

впливом на інші протеїнтирозинфосфатази. Разом з тим, полікарбоксильовані 

похідні фулеренів виявилися потенційними інгібіторами CD45 з меншим впливом 

на PTP1B, SHP2, PTPβ та TC-PTP. Фулеренове ядро може відігравати ключову роль 

при взаємодії інгібітора з тим чи іншим ензимом, тоді як замісники різної хімічної 

природи у більшості випадків забезпечують незначну зміну селективності 

інгібування. З’ясовано, що полігідроксильовані фулерени інгібують активність 

протеїнтирозинфосфатаз в низькомікромолярному діапазоні концентрацій. Згідно 

даних молекулярного докінгу, фулереноли можуть займати область активного та 

алостеричного центрів РТР1В. При цьому ефективність та механізм інгібування 

може залежати від ступеня гідроксилювання фулеренової наночастинки. 

Ключові слова: протеїнтирозинфосфатаза, TC-PTP, CD45, PTP1B, інгібітор, 

кінетика, докінг, тетраазамакроцикли, циклам, фулерени, фулереноли. 

 

АННОТАЦИЯ 

 

Кобзарь А. Л. – Потенциальные ингибиторы протеинтирозинфосфатаз на 

основе тетраазамакроциклов и фуллеренов. – Рукопись. 

Диссертация на соискание ученой степени кандидата химических наук по 

специальности 02.00.10 – биоорганическая химия. – Институт биоорганической 

химии и нафтохимии Национальной Академии Наук Украины, Киев, 2015. 

В диссертационной работе впервые показана возможность применения 

тетраазамакроциклов и фуллеренов в качестве молекулярной платформы для 

конструирования ингибиторов протеинтирозинфосфатаз. Результаты исследований 

свидетельствуют о том, что эффективность и селективность производных 

тетраазамакроциклов как ингибиторов PTPаз зависит от химической природы 

заместителей и структуры макроцикла. Установлено, что тетракис-замещенное 

бензил-α,α-дифтор-β-кетофосфонатное производное циклама способно эффективно 

ингибировать TC-PTP за конкурентным механизмом со значительной 
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селективностью по сравнению с влиянием на другие протеинтирозинфосфатазы. 

Вместе с тем, поликарбоксилированные производные фуллеренов оказались 

потенциальными ингибиторами CD45 с пониженной активностью по отношению к 

PTP1B, SHP2, а также PTPβ и TC-PTP. Результаты исследований свидетельствуют, 

что фуллереновое ядро может играть ключевую роль во взаимодействии с энзимом, 

тогда как заместители различной химической природы в большинстве случаев 

обеспечивают незначительное влияние на селективность действия ингибитора. 

Установлено, что полигидроксилированные фуллерены ингибируют активность 

протеинтирозинфосфатаз в диапазоне низкомикромолярных концентраций. В 

соответствии с результатами молекулярного докинга, фуллеренолы могут занимать 

область активного и аллостерического центров РТР1В. При этом эффективность и 

механизм ингибирования энзима может определяться степенью гидроксилирования 

фуллереновой наночастицы. 

Ключевые слова: протеинтирозинфосфатаза, TC-PTP, CD45, PTP1B, 

ингибитор, кинетика, докинг, тетраазамакроциклы, циклам, фуллерены, 

фуллеренолы. 

 

SUMMARY 

 

Kobzar O. L. – Potential inhibitors of protein tyrosine phosphatases based on 

tetraazamacrocycles and fullerenes. – A manuscript. 

The dissertation for the candidate of chemical science degree in speciality 02.00.10 

– bioorganic chemistry. – Institute of Bioorganic Chemistry and Petrochemistry, National 

Academy of Science of Ukraine, Kyiv, 2015. 

The thesis is devoted to studying the possibility of using tetraazamacrocycle and 

fullerene derivatives as protein tyrosine phosphatase inhibitors. The compounds of these 

classes are expected to be of interest for studies of signaling pathways in living cell and for 

development of novel therapeutic agents. 

,-Difluoro--ketophosphonate derivatives of tetraazamacrocycles were found to 

be potential inhibitors of protein tyrosine phosphatases. The inhibiting effects and 

selectivity of these compounds are dependent on the chemical nature of the substituents 

and the structure of the macrocycle. The cyclams fuctionalized by α,α-difluoro-β-

ketophosphonate groups showed weak inhibiting properties against PTPases. However, the 

N-substituted tetroazomacrocycle conjugates with benzyl-α,α-difluoro-β-ketophosphonate 

groups displayed good activities toward T-cell protein tyrosine phosphatase. These 

compounds showed IC50 values in micromolar to nanomolar range and selectivity over 

PTP1B, CD45, SHP2, and PTPβ. Among them, compound based on cyclam can strongly 

inhibit activity of TC-PTP whereas their structural analogues on the platforms of cyclen 

and homocyclam were less effective. The Hill slopes calculated from the dose-dependent 

inhibition curves suggest that TC-PTP contains at most one binding site for the cyclam 

derivatives. Lineweaver-Burk plot obtained for TC-PTP inhibition displayed a competitive 

mechanism with respect to the substrate. The inhibitory constant was 57 ± 7 nM. For 

elucidation of  molecular mechanism of the inhibition, the macrocyclic inhibitors were 

docked computationally to the active site of TC-PTP. Docking studies were performed 

with using the enzyme structures with open and closed conformations of WPD-loop. The 
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results indicated that in more preferable case, the inhibitor covers the active site of TC-

PTP with open WPD-loop and thereby restricts the substrate access. This study paves the 

way for the investigation of specific polyazamacrocycle-based PTP inhibitors that would 

enable the inhibition of T-cell protein tyrosine phosphatase. 

According to our results, fullerene derivatives can be considered as a new class of 

protein tyrosine phosphatase inhibitors. The evaluated compounds are potent inhibitors of 

CD45 showing IC50 values in the low micromolar to high nanomolar range and also 

possessing the inhibitory activities against PTP1B and some other protein tyrosine 

phosphatases. The study results suggest that a fullerene core may be responsible for 

interactions of the inhibitor with the enzymes while the organic substituents play a minor 

role being low effective in changing the selectivity of the inhibition. The active site 

surface features being considerably different among protein tyrosine phosphatases
 
may 

provide a certain explanation for the selectivity of CD45 inhibition by fullerene 

derivatives. The values of Hill slopes calculated from the dose-response curves suggest 

that CD45 and PTP1B contain two and one binding sites for the pyrrolidino[60]fullerene 

tris-carboxylic acid, respectively. The Lineweaver-Burk plots for the inhibition of these 

enzymes by the fullerene inhibitors correspond to mixed and competitive types, 

respectively. Molecular docking calculations suggest that the inhibitor may occupy active 

sites of CD45 and PTP1B in conformations with open WPD-loop. The binding to the 

enzyme with closed conformation of WPD-loop is less effective. The second (non-

competitive) inhibitor binding site on surface of CD45 may be located in region of R-loop. 

The results obtained provide a background for further investigation of water soluble 

fullerene derivatives to designing new nanoscale inhibitors of therapeutically important 

protein tyrosine phosphatase CD45. 

Inhibition of PTP1B by polyhydroxylated fullerenes was studied in silico and in 

vitro. The enzyme kinetics in the presence of polyhydroxy small gap fullerenes showed 

that reciprocal value of maximum velocity non-linearly increases with increasing the 

inhibitor concentration. The dose-dependent curve of PTP1B inhibition suggests an 

apparent positive cooperativity with involvement of at least two binding sites for the 

polyhydroxylated fullerene cages. Molecular docking calculations indicated that highly 

hydroxylated fullerene C60 may occupy the active center and additional allosteric binding 

site with similar affinity. In silico analysis of a number of fullerenols with 6, 12, 18, 24, 

30, and 36 hydroxy groups showed that the inhibitory activity may depend on the degree 

of hydroxylation of the nanoparticle surface. These data provide some basis for 

understanding the mechanisms of inhibitory action of the fullerenols on activity of PTP1B 

and other protein tyrosine phosphatases. 

Keywords: protein tyrosine phosphatase, TC-PTP, CD45, PTP1B, inhibitor, 

kinetics, docking, tetraazamacrocycles, cyclam, fullerenes, fullerenols. 


