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АНОТАЦІЯ 

Булденко В.М. Сульфонілкалікс[4]арен як 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 НАН України, Київ, 2019. 

 

Дисертаційна робота присвячена дослідженню закономірностей 

інгібування терапевтично важливих фосфатаз макроциклічними сполуками з 

сульфонілкалікс[4]ареновим скафолдом. 

Вперше було показано вплив незаміщеного на верхньому вінці 

сульфонілкалікс[4]арену на активність протеїнтирозинфосфатаз. In vitro 

встановлено, що сульфонілкалікс[4]арен є потенційним інгібітором MEG2 з 

приблизно 6-кратною селективністю по відношенню до PTP1B і 13-кратною 

селективністю у порівнянні з TC-PTP, виявляючи низьку активність відносно 

SHP2, PTPβ та MEG1. Коефіцієнти Хілла, розраховані з дозозалежних кривих 

інгібування MEG2, PTP1B і TC-PTP вказуть на те, що щонайменше один сайт 

зв'язування бере участь у механізмі інгібування у випадку MEG2, у той час як 

PTP1B і TC-PTP можуть містити дві окремі ділянки зі спорідненістю до 

сульфонілкалікс[4]арену. Методом молекулярного докінгу показано, що 

найсприятливішою для зв'язування сульфонілкалікс[4]арену в області 

активного центру з відкритою WPD-петлею є конформація конус. 

Вперше з’ясовано особливості впливу деяких неіоногенних похідних 

сульфонілкалікс[4]арену у порівнянні з іонізованими фосфоновими 

кислотами на активність низки людських протеїнтирозинфосфатаз – РТР1В, 

TC-РТР, SHP2, MEG2, MEG1 і РТРβ. При цьому сульфонілкалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфонова кислота демонструвала подібну інгібувальну дію в 

низькомікромолярному діапазоні концентрацій на активність всіх РТРаз. 

Заміна заряджених залишків фосфонової кислоти на залишки її діетилового 
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естеру приводила до зниження ефекту інгібування переважно з 2-5-кратною 

селективністю відносно РТР1В. Модифікація верхнього вінця макроциклу 

трет-бутильними замісниками спричинила різке зниження інгібувального 

ефекту. Разом з тим, сульфонілкалікс[4]арен з трифторацетамідними 

залишками забезпечував інгібування PTP1B з 4-28-кратною селективністю 

відносно інших PTPаз. Результати молекулярної динаміки, що 

супроводжувались рескорінгом, свідчать про те, що конформація конус є 

найбільш енергетично вигідною у випадку 

сульфонілкалікс[4]аренфосфонової кислоти, тоді як конформація 1,2-

альтернат була сприятливою для сполуки з трифторацетамідними 

замісниками на верхньому вінці сульфонілкалікс[4]арену. 

В результаті дослідження похідних фосфінових кислот на 

макроциклічній платформі було знайдено ефективні та селективні інгібітори 

РТР1В серед похідних сульфонілкалікс[4]арену та його структурних аналогів 

– калікс[4]арену і тіакалікс[4]арену. Тоді як калікс[4]арен фосфінова кислота 

виявляла мікромолярну активність щодо PTPаз людини, яка була практично 

однаковою у випадку PTP1B, MEG2 та SHP2, сполука на платформі 

тіакалікс[4]арену була приблизно в 5 разів більш активною, 

характеризуючись 10-18-кратною селективністю по відношенню до PTP1В у 

порівнянні з іншими РТРазами. Заміна тіакалікс[4]аренового скафолду на 

сульфонілкалікс[4]ареновий скафолд привела до збільшення ефективності 

інгібування PTP1B, проте зі зниженням селективності дії інгібітора. 

Відповідно до результатів кінетичних досліджень і молекулярного докінгу, 

інгібування відбувається за конкурентним механізмом. При цьому 

макроциклічні інгібітори можуть мати подібне розміщення в області 

активного центру PTP1B, демонструючи утворення водневих зв'язків між 

атомом кисню одного з фосфінових фрагментів і сайтом A, що містить P-

петлю (залишки Arg221, Gly220, Ile219, Gly218, Ala217 і Cys215) та 

взаємодіючи з амінокислотними залишками на межі A-C або A-D сайтів 

протеїнтирозинфосфатази 1B. 
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Одним із результатів роботи є встановлена здатність фосфонатних 

похідних сульфонілкалікс[4]аренів ефективно інгібувати нуклеотидпіро-

фосфатазу/фосфодіестеразу 1, виявляючи селективність дії у порівнянні з 

відносно спорідненими до неї лужними фосфатазами. Було 

продемонстровано, що на відміну калікс[4]аренів і тіакалікс[4]аренів, похідні 

сульфонілкалікс[4]арену інгібують активність тільки NPP1 і не впливають на 

активність лужних фосфатаз з кишок бика і плаценти людини. Результати 

дослідження впливу цих сполук на фосфодіестеразну активність сиворотки 

крові людини показали, що сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-

метилфосфонова кислота, на противагу калікс[4]арен- та тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфоновим кислотам, виявляла інгібувальну дію на 

фосфодіестеразну активність сироватки людини, конкуруючи при цьому з 

субстратом NPP1. На основі комп’ютерних розрахунків з використанням 

гомологічної моделі NPP1 проаналізовано спосіб розташтування інгібіторів в 

активному центрі ферменту. 

Методом флуоресцентної спектроскопії та комп’ютерного 

моделювання продемонстровано здатність сульфонілкалікс[4]арену і деяких 

його похідних утворювати комплекси з людським сироватковим альбуміном. 

Для порівняння було оцінено комплексоутворення з калікс[4]ареном та 

тіакалікс[4]ареном. Згідно отриманих результатів для незаміщених на 

верхньому вінці макрокиклів константа зв'язування Kb збільшується з 

переходом від калікс[4]арену і тіакалікс[4]арену до сульфонілкалікс[4]арену. 

Значне зростання значення константи Kb спостерігається також при переході 

від сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти до її 

етилового естеру. За допомогою інгібування псевдоферментативних реакцій 

людського сироваткового альбуміну підтверджено місця звязування 

калікс[4]аренів на поверхні протеїну. Згідно результатів, сайт Судлоу ІІ 

субдомену ІІІА альбуміну, та сайт Судлоу І субдомену ІІА можуть бути 

сприятливим місцем для взаємодії з калікс[4]ареними лігіндами. Результати 
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молекулярного докінгу вказують на можливість розташування молекули 

сульфонілкалікс[4]арену також в області сайту ІІВ. 

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.  

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 

сульфонілкалікс[4]арену. За допомогою методу гасіння флуоресценції 

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 калікс[4]аренів і формують підходи до створення 

нових ефективних і селективних інгібіторів фосфатаз серед похідних 

сульфонілкалікс[4]арену, що може бути важливим при розробці нових 

лікарських засобів. 

Ключові слова: протеїнтирозинфосфатази, лужні фосфатази, 

нуклеотидпірофосфатаза/фосфодіестераза 1, інгібування, калікс[4]арен, 

тіакалікс[4]арен, сульфонілкалікс[4]арен, людський сироватковий альбумін, 

молекулярний докінг, молекулярна динаміка. 
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SUMMARY 

Buldenko V. M. Sulfonylcalix[4]arene as a scaffold for designing inhibitors 

of protein tyrosine phosphatases. – Qualification scientific work as a manuscript. 

 

Thesis for Candidate’s degree of chemical sciences (Doctor of Philosophy) 

by 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 inhibition patterns of some 

therapeutically important phosphatases by macrocyclic compounds with a 

sulfonylcalix[4]arene scaffold.  

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

upper rim, on activity of protein tyrosine phosphatase in vitro was shown. It was 

found that sulfonylcalix[4]arene is a potential inhibitor of MEG2 with 

approximately 6-fold selectivity in comparison to PTP1B and 13-fold selectivity 

over TC-PTP, displaying low activity towards SHP2, PTPβ, and MEG1. Hill's 

coefficients calculated from dose-dependent inhibition curves for MEG2, PTP1B 

and TC-PTP indicate that at least one binding site is involved in the inhibition 

mechanism in the case of MEG2, while PTP1B and TC-PTP may contain two 

separate sites with affinity for sulfonylcalix[4]arene. By means of molecular 

docking, the cone-conformation of sulfonylcalix[4]arene was shown to be the most 

favorable for binding at the active site region of the enzyme with an open WPD 

loop. 

The influence of some nonionogenic derivatives of sulfonylcalix[4]arene on 

activity of a number of human protein tyrosine phosphatases PTP1B, TC-PTP, 

SHP2, MEG2, MEG1, and РТРβ was shown and compared with activity of 

sulfonylcalix[4]arene phosphonic acids. Meanwhile, sulfonylcalix[4]arene tetrakis-

methylphosphonic acid proved similar inhibitory effect, in the low-micromolar 

range of concentrations, on activity of all PTPs. Replacement of the charged 
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phosphonic acid residues with its diethyl ester ones resulted in a reduction of the 

inhibition effect but predominantly with 2-5-fold selectivity towards PTP1B. 

Modification of the upper rim of the macrocycle with tert-butyl substituents 

resulted in a substantial decrease of the inhibitors influence. Nonetheless, 

sulfonylcalix[4]arene with trifluoroacetamide residues provided inhibition of 

PTP1B with 4-28-fold selectivity in comparison to other PTPs. The results of 

molecular dynamics followed by rescoring of the energy of docking indicate that 

the cone conformation was energetically most advantageous in case of 

sulfonylcalix[4]arene phosphonic acid, whereas the conformation of 1,2-alternate 

was favorable for the macrocycle with trifluoroacetamide substituents on the upper 

rim of the sulfonylcalix[4]arene. 

As a result of the study of phosphinic acid derivatives on the macrocyclic 

platform, effective and selective inhibitors of PTP1B were found among 

derivatives of sulfonylcalix[4]arene and its structural analogues – calix[4]arene and 

thiacalix[4]arene. While calix[4]arene phosphinic acid exhibited micromolar 

activity towards human PTPs, which was virtually identical in case of PTP1B, 

MEG2, and SHP2, the compound on the platform of thiacalix[4]arene was about 5 

times more active, displaying 10-18-fold selectivity against PTP1B in comparison 

to other PTPs. Replacement of the thiacalix[4]arene scaffold by 

sulfonylcalix[4]arene one provided an increase of the inhibition potency against  

PTP1B, but with a decrease in the selective action of the compound. According to 

the kinetic studies and molecular docking results, inhibition occurs according to 

competitive mechanism. In this case, the macrocyclic inhibitors may have similar 

position in the active site region of PTP1B, demonstrating hydrogen bond 

formation between the oxygen atom of one of the phosphinic fragments and site A 

containing the P-loop (residues Arg221, Gly220, Ile219, Gly218, Ala217 and 

Cys215) and interacting with the amino acid residues at the boundary of the AC or 

AD sites of protein tyrosine phosphatase 1B. 

One of the results of the work is the ability of phosphonate derivatives of 

sulfonylcalix[4]arene to effectively inhibit nucleotidepyrophosphatase/phos-
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phodiesterase 1, displaying selectivity compared to its closely related alkaline 

phosphatases. It was demonstrated that, unlike calix[4]arene and thiacalix[4]arene 

derivatives on the platform of sulfonylcalix[4]arene inhibit only the activity of 

NPP1 and do not affect the activity of alkaline phosphatases from bovine mucosa 

and from human placenta. The results of the study of the effect on the 

phosphodiesterase activity of human blood plasma indicated that sulfonyl-

calix[4]arene tetrakis-methylphosphonic acid, in contrast to calix[4]arene and 

thiacalix[4]arene tetrakis-methylphosphonic acids, was able to inhibit the 

phosphodiesterase activity of human serum, competing with the substrate. On the 

basis of computer calculations, using the homologous model of NPP1, the binding 

mode of inhibitors at the active site of the enzyme was analyzed. 

By means of fluorescence spectroscopy and computer modeling method, it 

was demonstrated the ability of sulfonylcalix[4]arene and some of its derivatives to 

form complexes with human serum albumin, comparing it with those for 

calix[4]arenes and thiacalix[4]arenes. In accordance with the obtained results, the 

binding constant Kb exhibited increment with the transition from unsubstituted 

calix[4]arene and thiacalix[4]arene to unsubstituted on the upper rim 

sulfonylcalix[4]arene. A substantial increase in Kb value was also observed with 

change of sulfonylcalix[4]arene tetrakis-methylphosphonic acid into its ethyl ester. 

By inhibition of pseudo-enzymatic reactions of human serum albumin, the binding 

sites of calix[4]arenes on the surface of the protein have been confirmed. 

According to the results, Sudlow site II of subdomain IIIA, and Sudlow site I of 

subdomain IIA of the albumin may be the most favorable place for interaction with 

calix[4]arene ligands. The results of molecular docking indicate the possibility of 

additional binding of the sulfonylcalix[4]arene molecule in the area of the site IIB. 

Scientific novelty and originality of the results 

For the first time, the use of the sulfonylcalix[4]arene as a molecular 

platform for the design of phosphatase inhibitors was proposed. The ability of 

unsubstituted sulfonylcalix[4]arene to inhibit protein tyrosine phosphatase MEG2 

and to a lesser extent affect the activity of some other PTPs has been established. 
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Among ionogenic and nonionogenic derivatives of sulfonylcalix[4]arene, the 

inhibitors of PTP1B, which can act selectively in comparison to TC-PTP, MEG2, 

MEG1, SHP2, and PTPβ, have been identified. For the first time, the ability of 

phosphinic acids on calix[4]arene, thiacalix[4]arene, and sulfonylcalix[4]arene 

scaffolds to inhibit human PTPases was shown. The patterns of action of 

sulfonylcalix[4]arene derivatives on the activity of nucleotidepyrophospha-

tase/phosphodiesterase 1 as selective inhibitors of the enzyme in comparison with 

alkaline phosphatases were determined. Based on the kinetic studies and molecular 

docking results, the mechanisms of inhibition of PTP1B, MEG2, and NPP1 by 

sulfonylcalix[4]arene derivatives were discussed. Fluorescence quenching method 

was applied to demonstrate the ability of sulfonylcalix[4]arene to form complexes 

with human serum albumin. 

The practical significance of the results 

 The results of the dissertation substantiate the relationship between the 

structure and inhibitory activity of sulfonylcalix[4]arenes and may serve as a basis 

for designing new selective phosphatase inhibitors among the derivatives of 

sulfonylcalix[4]arene, which can be taken into account during the development of 

new drugs. 

Key words: protein tyrosine phosphatases, alkaline phosphatases, nucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase 1, inhibition, calix[4]arene, thiacalix[4]arene, 

sulfonylcalix[4]arene, human serum albumin, molecular docking, molecular 

dynamics. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

 

РТРази – протеїнтирозинфосфатази 

РТР1В – протеїнтирозинфосфатаза 1B 

ТС-РТР – Т-клітинна протеїнтирозинфосфатаза 

SHP2 – протеїнтирозинфосфатаза SHP2 

SH2 – Src гомологічний домен 2 

CD45 – протеїнтирозинфосфатаза CD45 (лейкоцитарний загальний антиген) 

Meg2 – протеїнтирозинфосфатаза Meg2 

Meg1 – протеїнтирозинфосфатаза Meg1 

РТРβ – протеїнтирозинфосфатаза β 

pNPP – n-нітрофенілфосфат (штучний субстрат PTPаз) 

pTyr
1146

 – пептидний субстрат РТР1В (фрагмент інсулінового рецептора) 

DMSO – диметилсульфоксид 

EDTA – етилендіамінтетраоцтова кислота 

DTT – дитіотриетол 

Km – константа Міхаеліса 

Kі – константа інгібування (константа дисоціації комплексу ензим-інгібітор) 

HSA – людський сироватковий альбумін 

KSV – константа Штерна-Фольмера 

Kb – константа зв’язування 

IC50 – концентрація інгібітора, що забезпечує зниження активності ензиму на 

50 % 

n – коефіцієнт Хіла – показник кооперативності, що відображає мінімальну 

кількість молекул інгібітора, зв’язаних однією молекулою ензиму 

∆Gdoc – розрахована вільна енергія докінгу 

M – молярна концентрація 

мМ – мілімолярна концентрація 

нМ – наномолярна концентрація  

пМ – пікомолярна концентрація 
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ВСТУП 

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 [1,2]. 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 [3]. Підвищена активність лужних фосфатаз (АРаз), які 

каталізують перенесення фосфатного залишку моноалкілфосфатів в рекціях 

гідролізу і трансфосфорилювання моноалкілфосфатів, спостерігається при 

патологіях кісткової системи, печінки та інших органів [4,5]. До класу 

лужних фосфатаз відносяться і нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 

(NPPази), що здатні каталізувати гідроліз пірофосфатних і фосфодіестерних 

зв'язків нуклеотидів та інших субстратів [6]. При цьому незначне зростання 

експресії NPPаз спричиняє порушення процесів ангіогенезу, кісткової 

мінералізації тощо [7]. 

Значна кількість синтетичних сполук, в 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 [8], протеїнтирозинфосфатази з Єрсинії [9] і РТРаз людини 

[10,11].Такі сполуки 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. 
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Звязок 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 

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 

нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1. 

Предмет дослідження – закономірності і механізми біоактивності 

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

здатність до комплексоутворення з сироватковим альбуміном. 
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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 калікс[4]аренів і формують підходи до створення 

нових ефективних і селективних інгібіторів фосфатаз серед похідних 

сульфонілкалікс[4]арену, що може бути важливим при розробці нових 

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

статті у фахових наукових журналах, 2 статті в науковому збірнику і тези 4 

доповідей. Отримано 1 патент України на винахід. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, шести розділів, висновків та списку використаних джерел, до складу 

якого входить 227 найменувань.  

Дисертаційна робота викладена на 143 сторінках машинопису і 

містить 16 таблиць, та 33 рисунки.  
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РОЗДІЛ 1 

ФОСФАТАЗИ ЯК БІОМІШЕНІ ТА ЇХ ІНГІБІТОРИ 

(Огляд літератури) 

 

1.1. Загальна характеристика фосфатаз 

Мішень-спрямований пошук біологічно активних сполук, що можуть 

бути використані для конструювання потенційних терапевтичних засобів, є 

однією з домінуючих стратегій в біоорганічній хімії. Такі дослідження 

фокусуються на всебічному вивченні ферментів та інших білкових молекул і 

біополімерів, функціонування яких асоціюється з певними захворюваннями, і 

спрямовані на створення молекул з бажаною активністю, Для відомих 

лікарських сполук відомо приблизно 300 мішеней, з яких значна частина 

належить іонним каналам, рецепторним G-білкам і ферментам [12].  

Фосфорилювання як досить поширене явище посттрансляційної 

модифікації впливає майже на всі аспекти клітинної життєдіяльності і 

виступає ефективним засобом контролю клітинної відповіді на внутрішні та 

зовнішні стимули [13,14]. Фосфорилювання білків відіграє ключову роль у 

регуляції різних клітинних процесів, таких як міграція, проліферація, 

апоптоз, диференціювання, обмін речовин, імунна відповідь тощо [15]. Ці 

процеси є оборотними і відбуваються за безпосередньою участю кіназ та 

фосфатаз. 

Надродина фосфатаз – це значна група ензимів класу гідролаз, які 

каталізують розщеплення фосфоестерного хімічного зв’язку природних 

сполук та білків в живих організмах [16]. Від того, який тип зв’язку вони 

гідролізують (фосфодіестерний, фосфомоноестерний, поліфосфатний) 

залежить їх подальша класифікація на відповідні родини [16,17]. Фосфатази 

разом з кіназами та SH2-доменними структурами [18] складають систему з 

трьох модулів, динамічна взаємодія яких забезпечує багатий спектр складних 

регуляторних схем на рівні клітини. Фосфатази в даному випадку виступають 
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у ролі своєрідного «коректора» і відіграють істотну роль як за нормальних, 

так і за патофізіологічних умов [19].  

Як було продемонстровано на прикладі протеїнтирозинфосфатази 

CD45, сигнальна функція фосфатаз полягає в їх здатності двояко впливати на 

цілий ряд клітинних процесів. З одного боку, вони здатні негативно 

регулювати сигнальну трансдукцію шляхом дефосфорилювання сайтів 

автофосфорилювання протеїнкіназ, або ж сайтів фосфорилювання їх 

субстратів-мішеней, що приводить до дезактивації цих білків і як наслідок 

пов’язаних з ними ефектів. З іншого боку, протеїнфосфатази можуть 

відігравати і позитивну роль. Так, шляхом дефосфорилювання окремих 

ділянок в кіназах, таких як С-кінцева ділянка родини src-

протеїнтирозинкіназ, фосфатази тим самим активують кіназу, ініціюючи 

складну каскадну сигналізацію (рис. 1.1) [20]. Таким чином, активність CD45 

ілюструє дещо парадоксальну ситуацію, коли активність фосфатаз може 

призвести до посилення фосфорилювання білків та реалізації процесів 

клітинної сигналізації. Все це засвідчує складну структуру взаємозалежних 

регуляторних механізмів, до яких залучені фосфатази.  

 

 

Рис. 1.1. Схематичне зображення сигнальної функції протеїнфосфатаз [21]. 
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1.2. Лужні фосфатази та їх інгібітори 

Лужні фосфатази (АР) (КФ 3.1.3.1) - група зв’язаних з плазматичною 

мембраною ферментів класу фосфомоноестераз, що каталізують гідроліз 

естерного зв’язку органічних фосфатів. Особливістю цього класу ензимів є їх 

неспецифічність. Вони здатні гідролізувати значну кількість субстратів, при 

цьому найбільша активність спостерігається в лужному середовищі [22-24]. 

Цинк і магній є кофакторами цих ферментів [25,26]. Незважаючи на те, що 

лужні фосфатази наявні в різних тканинах тіла та мають різні фізико-хімічні 

властивості, вони є ізоферментами і каталізують подібні перетворення. У 

зв’язку з цим лужні фосфатази поділяються щонайменше на чотири 

ізоензими залежно від місця експресії в тканинах: АР кишківника, 

плацентарну АР, АР статевих клітин та тканинну неспецифічну АР (печінка, 

кістки, нирки) [26-28]. Значна частина лужних фосфатаз знаходиться в 

сироватці крові, куди вони виділяються з печінки, кісток та в невеликих 

кількостях з кишківника. Тому зміна рівня активності лужної фосфатази в 

сироватці крові людини часто береться до уваги під час медико-біологічних 

досліджень як сигнал щодо розвитку патологій печінки, кісток [29], а також 

раку та інших захворювань [26]. 

Все вищезазначене обумовлює необхідність пошуку сполук з 

інгібувальною активністю відносно лужних фосфатаз [30]. Відомо, що 

активність деяких лужних фосфатаз людини пригнічується певними L-

стереоізомерами амінокислот, особливо L-гомоаргініном (АР з кісток та 

печінки), L-фенілаланіном (плацентарні та кишкові АР) та L-лейцином [31]. 

Інгібування при цьому описується безконкурентним механізмом, значення 

констант інгібування знаходяться в мілімолярному діапазоні і характерною є 

низька селективність. 

Найвідомішим інгібітором АР є левамізол (сполука 1.1) [32], який 

певний час використовувався для лікування ревматоїдного артриту [33], 

проте часте виникнення побічних ефектів зумовило його обмеження в 
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терапевтичній практиці та пошук нових аналогів [34]. Разом з левамізолом 

відомим інгібітором АР є алкалоїд, що міститься у листі чайного куща, 

близький за будовою до кофеїну, теофілін (сполука 1.2) [35]. Ця сполука 

використовується при терапії захворювань органів дихання. Значення 

константи інгібування АР теофіліном становить 82 мкМ (безконкурентний 

тип інгібування) [35].  

                              

1.1                                                      1.2 

Як аналоги левамізолу були заявлені похідні бензофурану (сполука 

1.3), які за умов експерименту показали вдвічі кращі результати щодо 

тканинно неспецифічної лужної фосфатази (TNAP) у порівнянні з 

левамізолом (ІС50 = 28 мкМ і Ki = 32 мкМ) [36], та похідні бензотіофену, 

серед яких було знайдено сполуки зі значенням Ki = 85 мкМ (сполука 1.4), 

тоді як для левамізолу значення Ki складало 93 мкМ за умов досліду [37], 

проте інші джерела вказують на те, що константа інгібування левамізолом 

становить 16 мкМ [35]. 

                       

1.3                                                         1.4 

Значну інгібувальну дію проти АР можуть виявляти похідні піразолу. В 

результаті скринінгу бази комерційно доступних аналогів було виявилено 

сполуки, що впливають на активність АР в мікромолярному діапазоні 

концентраційних значень. Результатом оптимізації отриманої вибірки була 
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сполука 1.5 з конкурентним механізмом інгібування, значення ІС50 якої 

відносно TNAP становить 5 нМ [38]. 

 

1.5 

За допомогою високопродуктивного скринінгу було виявлено ряд 

інших біоактивних сполук та вивчено залежність їх активності від структури. 

Серед досліджених сполук було знайдено три основні активні скафолди – 

біарилсульфонаміди, заміщені піразоли та триазоли. Для сполук на основі 

біарилсульфонамідного каркасу алкокси-група в орто-положенні 

бензольного кільця та залишок 3-амінозаміщеного піридину чи хіноліну є 

необхідними для інгібувальної активності відносно TNAP (сполука 1.6 ІС50 = 

0,16 мкМ). Для сполук на основі піразолу активність спостерігалася, якщо 

четверте положення кільця залишалося незаміщеним (сполука 1.7, ІС50 = 0,98 

мкМ). Серед триазолів активними виявились сполуки на основі 

тіофенілтриазолу (сполука 1.8, ІС50 = 0,24 мкМ) [39]. 

         

1.6                                         1.7                                      1.8 

Непогані показники щодо селективності відносно плацентарної лужної 

фосфатази було продемонстровано з використанням невеликих молекул на 

основі катехолових сполук [40]. Автори на основі високопродуктивного 

скринінгу відібрали 192 сполук-хітів і шляхом подальшої оптимізації 

виявили сполуки-лідери серед тих, які містили залишки дигідроксибензолу, 

зі специфічністю по відношенню до плацентарної АР. Так, сполука 1.9 

виявилась в 37 разів селективнішою по відношенню до PLAP (ІС50 = 2,7 
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мкМ) у порівнянні з TNAP та в 19 разів селективнішою до кишкової лужної 

фосфатази (ІАР). 

 

1.9 

Сульфонаміди, добре відомі як інгібітори карбоангідрази, також здатні 

інгібувати АР. Серед них діарилсульфонаміди (сполука типу 1.10, 1.11) 

інгібували TNAP та ІАР зі значеннями ІС50 в діапазоні 0,11-70 мкМ [41].  

         

       1.10                                                   1.11             

Інгібувальний вплив зі значенням Кі 0,5 мМ на активність мишачої ЛФ 

з кишок мав циметидин (сполука 1.12), антагоніст гістамінного Н2-

рецептора, що клінічно застосовується для лікування захворювань шлунково-

кишкового тракту) [42]. 

 

1.12 

Інгібувальну дію по відношенню до лужних фосфатаз здатні виявляти 

макроциклічні сполуки на платформі каліксаренів. Так, 

калікс[4]аренметиленбісфосфонові кислоти (сполука 1.13) інгібували бичачу 

ІАР зі значенням Кі 0,38 мкМ [43]. Мікромолярні значення констант 

інгібування (Кі = 1,7 мкМ) показали енантіомери α-амінофосфонових кислот 

на платформі каліксаренів відносно лужної фосфатази з нирок свині (сполука 

1.14) [44] .  
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1.13                                                                 1.14 

Інгібітори фосфатаз також були ідентифіковані серед 

тіоуреїдометиленбісфосфонових кислот (сполуки 1.15) [45] 

 

1.15 

Новий клас інгібіторів тканино-неспецифічних та тканинно-

специфічних ЛФ було заявлено на основі хінолін-4-карбонової кислоти [46]. 

Майже всі похідні виявилися ефективними інгібіторами, найбільш потужний 

з яких (сполука 1.16) TNAP мав значення IC50 0,02 мкМ. 

 

1.16 

З останніх інгібіторів згадуються нові кон'югати халконо-

бензолсульфоамідів (сполуки типу 1.17), які показали селективну дію по 

відношенню до кишкової ЛФ у порівнянні з тканинно-неспецифічною ЛФ зі 

значеннями ІС50 від 0,12 до 2,57 мкМ [47]. 
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1.17 

Крім гетероциклічних сполук, інгібіторами ЛФ можуть бути солі 

металів. Було показано, що ортованадат є конкурентним інгібітором лужних 

фосфатаз людини з печінки, кишківника або нирок зі значенням Ki 0,5 мкМ -

0,9 мкМ) [48]. 

 

1.3. Нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази та їх інгібітори 

Важливу групу ензимів, що входять до надродини лужних фосфатаз, 

складають нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази (КФ 3.1.4.1), які, так 

само як і лужні фосфатази, належать до металоферментів та мають подібну 

будову активного центру [49]. Однак, на відміну від АР, ці ензими виявляють 

фосфодіестеразну активність, гідролізуючи фосфодіестерні зв’язки 

нуклеотидів та інших субстратів [50].  

Родина нуклеотидпірофосфатаз/фосфодіестераз (NPPаз) складається з 

семи структурно подібних та схожих за каталітичною активністю 

ектоферментів, глікопротеїнів за природою, номенклатура яких базується на 

порядку їх відкриття [51]. Більшість NPPаз є трансмембранними білками, 

проте серед них виявлено і такі форми, що секретуються в позаклітинний 

простір, проходячи стадію препроензимів [51,52]. Серед NPPаз значна увага 

приділяється і NPP1, яка представлена у багатьох тканинах і бере участь у 

регуляції клітинної диференціації, мінералізації кісткової тканини, а також 

клітинній сигналізації [53]. Аномальна активність нуклеотидпірофосфатаз 

пов’язана з метастазами ракових клітин, діабетом 2 типу, відкладанням 

кристалів кальцію пірофосфату (дигідрату) в хрящовій тканині та кістках, що 

може спричиняти різні хрондрокальцинози, остеоартрити тощо [53-56]. 
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Таким чином, існує необхідність пошуку та розробки інгібіторів NPPаз для 

протидії виникненню та розвитку асоційованих з активністю цього класу 

ферментів захворювань. 

Незважаючи на терапевтичний потенціал, інгібіторів 

нуклеотидпірофосфатаз/фосфодіестераз в літературі зустрічається небагато.  

Серед них відомі інгібітори нуклеотидної природи, як, наприклад, структурні 

аналоги АТФ – сполука 1.18 зі значенням Ki 0,02 мкМ [57] та поліфосфонат 

1.19 з Ki = 9 мкМ [58]. Проте такі інгібітори можуть мати обмеження у 

використанні через їх високу кислотність і через це низьку біодоступність.  

 

    

1.18                                                                 1.19 

Серед інгібіторів ненуклеотидної природи вивчено похідні 

біскумаринів (сполука 1.20), фенольні глікозиди (сполука 1.21), сполуки типу 

5-[4-(трет-бутилдиметилсилілокси)феніл]-1,3,4-тіадіазол-2-(3H)-тіону 

(сполука 1.22) з константами інгібування NPP1 в межах 50-1000 мкМ [30]. 

Кращий вплив зазначається для реактивного синього та сураміну (сполука 

1.23), Ki = 0,52 мкМ та 0.26 мкМ відповідно, проте їх дія не була селективною 

[59]. Останнім часом як новий тип безконкурентих інгібіторів NPPаз були 

вивчені похідні тіазолобензімідазолу (сполуки типу 1.24) з мікромолярними 

значеннями констант інгібування [60].  

      

                 1.20                                  1.21                                      1.22 
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1.23                                                         1.24 

До ефективних інгібіторів гетероциклічної природи належать похідні 

хіназолін-4-піперидин-4-етилсульфамідів (сполука 1.25). Інгібітор з 

найкращим ефектом характеризувався неконкурентним механізмом 

інгібування і значенням Ki 0,059 мкМ. При цьому сполуки такого типу 

демонстрували високу спорідненість до іонних каналів, що може стати 

причиною побічних ефектів і впливу на серцево-судинну систему [61].  

Як потужні конкуренті інгібітори NPP1 були виявлені похідні 

імідазопіридину (сполука 1.26) зі значенням Ki 0,005 мкM. Проте, як 

виявилось, цей клас сполук демонструє значно меншу інгібувальну силу при 

використанні природного субстрату (АТФ) замість штучного хімічного 

субстрату [62]. 

  

1.25                                         1.26 

Поліоксометалати – неорганічні кластерні сполуки – описані як 

найпотужніші серед відомих на сьогоднішній день інгібіторів NPP1, причому 

сполука TiW11CoO40
 
має показник Ki 1,46 нМ при використанні ATP як 



31 

субстрату. Але застосування таких неорганічних поліаніонних комплексів 

обмежується їх негативним зарядом та високою молекулярною масою [63]. 

 

1.4. Протеїнтирозинфосфатази та їх інгібітори 

Відомо, що білки можуть бути фосфорильовані по залишкам дев'яти 

амінокислот (тирозин, серин, треонін, цистеїн, аргінін, лізин, аспарагінова 

кислота, глутамінова кислота та гістидин), проте в клітинах еукаріот 

фосфорилювання/дефосфорилювання серину, треоніну та тирозину відіграє 

основні регулюючі функції [64,65]. У відсотковому співвідношенні 

фосфорилювання залишків серину, треоніну та тирозину в людському 

організмі становить приблизно 86,4%, 11,8% та 1,8%, відповідно [66].  

Ферменти, які дефосфорилюють серин, треонін і тирозин, представлені 

кількома структурно та механістично різними родинами. До 

найпоширеніших відносяться фосфопротеїнові (PPP) та металозалежні (PPM) 

серин/треонінові протеїнфосфатази, галоацидодегалогенази (HAD) і 

найбільша група, Cys-залежна родина протеїнтирозинфосфатаз (PTР) [21]. 

Протеїнтирозинфосфатази – група ензимів, що поділяють консервативну 

ділянку в каталітичному центрі (CX5R), де міститься важливий для каталізу 

залишок цистеїну, який діє як нуклеофіл під час каталізу відщеплення 

фосфатної групи від фосфорильованих залишків тирозину, і залишок 

аргініну, який забезпечує зв'язування субстрату [67]. В геномі людини 

міститься 107 генів протеїнтирозинфосфатаз, що перевищує кількість генів 

протеїнтирозинкіназ.  Крім того, в геномі наявна щонайменше така ж 

кількість псевдогенів PTPаз та певна кількість генів, які кодують білки, що 

містять неповні або PTP-подібні домени [68]. Залежно від каталітичного 

механізму та субстратної специфічності ці ензими поділяються на підродини. 

Довготривалим було хибне уявлення про те, що PTPази, як так звані 

«ферменти-домоуправлінці», є необхідними для нормальної життєдіяльності 

клітини, аби просто пригнічувати клітинну відповідь. Фактично ж PTPази є 

жорстко контрольованими, високоспеціалізованими ферментами, які можуть 
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як активувати, так і інгібуювати клітинні реакції залежно від їх клітинної 

локалізації та кінцевої мішені [69]. Дослідження останніх десятиліть 

дозволили встановити важливу та різносторонню роль PTPаз у клітинній 

каскадній сигналізації, ембріональному розвитку та в розвитку паталогій. 

Так, було показано, що мутації в генах PTPаз, або ж незначні аномальні 

прояви в функціонуванні цих ферментів, як наприклад порушення їх 

експресії, стають причиною небажаних негативних наслідків, таких як рак, 

нейродегенеративні та автоімунні захворювання, та низка інших 

хворобливих станів людини [70-72]. Стимулом до великих фармацевтичних 

спроб пошуку інгібіторів PTPаз стали також знахідка про те, що миші з 

PTP1B нокаутованим геном є високочутливими до інсуліну та втрачають 

здатність до ожиріння [73], та визначення протеїнтирозинфосфатази SHP2 як 

онкогену [74]. Таким чином, багато досліджень стали концентруватися на 

створенні інгібіторів для блокування ферментативної активності PTPаз з 

метою лікування діабету 2 типу, ожиріння та раку. Проте, як виявилося, 

консервативна та досить заряджена структура каталітичного домену PTPаз 

стає на заваді вирішення цієї проблеми. З одного боку, позитивно 

заряджений активний центр протеїнтирозинфосфатаз дозволяє розміщувати 

негативно заряджені тирозинові залишки, причому з високим рівнем 

спорідненості, проте ефективні інгібітори PTPаз, як правило, також є 

негативно зарядженими, що може обмежувати їх клітинну проникність, 

біодоступність і як наслідок зменшувати терапевтичний потенціал інгібітора 

як лікарського препарату. З іншого боку, високий рівень консервативності 

амінокислотної послідовності активного сайту серед PTPаз обумовлює 

додаткові труднощі, оскільки потенційні інгібітори часто пригнічують 

активність багатьох інших PTPаз. Все це врешті-решт часто ставало 

причиною того, що спроби використання низки потужних інгібіторів PTPаз 

були в основному невдалими, а деякі PTPази отримали репутацію проблемної 

терапевтичної мішені [21,75]. 
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Незважаючи на ці перешкоди, робота з пошуку та дослідження 

інгібіторів PTPаз продовжується, і в останні роки спостерігається збільшення 

глобального інтересу до цих ензимів. Так як попередні літературні огляди 

дисертаційних робіт вже містили інформацію про існуючі інгібітори PTPаз, 

їх класифікацію, переваги і недоліки [76], нижче буде наведено інформацію з 

літератури лише за останні кілька років стосовно спрямованих на активний 

центр молекул-інгібіторів з традиційним оборотним типом інгібування, що 

демонструють непогані результати.  

Так, при дослідженні PTP1B як мішені при неврологічному захворюванні 

так званого Синдрому Ретта було показано, що дифторометилфосфонатна 

похідна фенілаланіну з відомого класу міметиків протеїнтирозину (сполука 

1.27) інгібувала PTP1В зі значенням Кі 40 нМ за конкурентним механізмом. 

При цьому відзначалася лише двократна селективність у порівнянні з ТС-PTP 

та дещо більша селективність у порівнянні з SHP2, LAR, RPTPa та деякими 

іншими PTPазами [77].  

 

1.27 

Цікаві результати були отримані серед похідних відомих лікарських 

препаратів, що є непоганою стратегією на фоні того, що ці сполуки вже 

застосовуються з прийнятними фармакокінетичними характеристиками. 

Автори, провівши скринінг бібліотеки лікарських засобів, ідентифікували 

цефсулодин (сполука 1.28), β-лактамний антибіотик, як конкурентний 

інгібітор SHP2 зі значенням IC50 16,8 мкМ та Ki 6,6 мкМ і 10-кратною 

селективністю у порівнянні з деякими іншими фосфатазами. При 

подальшому вивченні з’ясувалося, що сульфофенілацетаміди є унікальними 
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міметиками протеїнтирозинових фрагментів і можуть бути використані для 

розробки нових інгібіторів PTPаз. Зокрема, сполука 1.29 на відміну від 

цефсулодину показала себе в 10 разів ефективнішою при інгібуванні SHP2 

(IC50 = 1,5 мкМ) і демонструвала 6-кратну селективність відносно РТР1В та 

30-кратну селективність для деяких інших фосфатаз. Ключовим для такої 

активності є пара-положення замісників бензольного лінкера [78]. 

     

1.28                                                  1.29 

Ефективність сульфофенілацетамідів було також встановлено і по 

відношенню до протеїнтирозинфосфатази з низькомолекулярною масою 

(LMW-PTP), що розглядається як онкопротеїн. Значення ІС50 для сполуки 

1.30 при інгібувнні LMW-PTP дорівнювало 2 мкМ, а для інших РТРаз цей 

показник перевищував 200 мкМ, в тому числі для РТР1В, ТСРТР та SHP2 

[79]. 

 

1.30 

Варті також уваги ефективні і селективні інгібітори на основі 

бензофурансаліцилової кислоти. Було встановлено, що сполука 1.31 впливала 

(ІС50 = 38 нМ) на активність протеїнтирозинфосфатази B (mPTPB) з 

Mycobacterium tuberculosis – ферменту, що секретується бактеріями 

туберкульозу для пригнічення антимікробних функцій макрофагів господаря, 

сприяючи патогенезу інфекції. При цьому спостерігалася 65-кратна 

селективність по відношенню до низки інших РТРаз, серед яких РТР1В, 

ТСРТР, SHP2, PTP-Meg2, CD45 [80,81]. 
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1.31 

Потужним інгібувальний ефект виявляють сполуки типу 1.32 під 

кодовою назвою AKB-9778, які селективно впливають на 

протеїнтирозинфосфатазу VE-PTP зі значенням ІС50 17 пМ, тоді  як показник 

IC50 для структурно близької PTP1B дорівнював 780 нМ. На час публікацій 

[82,83] сполука 1.32 проходить стадію клінічних випробувань. 

 

1.32 

Інгібітори мікромолярного концентраційного діапазону зазначаються 

серед похідних гідроксиіндолілкарбонової кислоти 1.33. Наведене значення 

ІС50 для SHP2 становить 200 нМ, виявляючи більше ніж 5-кратну 

селективність відносно двадцяти інших РТРаз ссавців. Залишок 

гідроксиіндолілкарбонової кислоти при цьому зв’язується в активному центрі 

SHP2, тоді як тіофен-4-ілфенільний фрагмент взаємодіє з залишками β5-6 

петлі, що й визначає селективність дії. Крім того, сполука 1.33 показала 

антипроліферативну активність в ракових клітинах легень, молочної залози, 

та при лейкемії [84]. 

 

1.33 
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З метою протидії інсуліновій резистентності, шляхом 

високопродуктивного скринінгу було знайдено інгібітор LMW-PTP з ІС50 що 

дорівнює 0,8 мкМ (сполука 1.34).  Інгібітор зв'язується з фермент-

субстратним комплексом на вході до активного центру за безконкурентним 

механізмом інгібування. Повідомляється про біодоступність інгібітора та 10-

кратну селективність дії у порівнянні з іншими фосфатазами [85].  

            

1.34                                                       1.35 

Похідні бензопентатіепіну, як наприклад сполука 1.35, селективно 

стосовно РТР1В та SНР2 впливають на протеїнтирозинфосфатазу STEP зі 

значенням ІС50 57-93 нМ, залучену окрім іншого до розвитку деяких 

нейродегенеративних захворювань. Інгібування є необоротним через 

утворення ковалентного аддукту, що було показано на мутантній формі 

ферменту. Внаслідок взаємодії з інгібітором відбувається модифікація 

цистеїну активного центру з утворенням трисульфіду [86]. 

Інгібітори протеїнтирозинфосфатаз підродини CDC25, які надмірно 

експресуються в клітинах різних типів раку, були знайдені серед 

гетероциклів, таких як сполука 1.36 (ІС50 в межах 20-50 нМ). Цікавим є те, 

що визначальним фактором для ефективності дії по відношенню  до CDC25 є 

саме гібридні структури, оскільки окремо взяті фрагменти показали гіршу 

активність [87]. 

 

1.36 
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Селективна дія відносно SHР2 характерна для піридинового алкалоїду 

фумосорінону, який екстрагується з ентомопатогенного гриба Isaria 

fumosorosea (сполука 1.37). Значення ІС50 складає 6,31 мкМ. Встановлено 

безконкурентний механізм інгібування та 2-15-кратна селективність по 

відношенню до дванадцяти інших РТРаз [88]. 

 

1.37 

Як безконкурентні та змішані інгібітори протеїнтирозинфосфатази 1В 

зазначаються також похідні тіазолідин-2,4-діону (сполука 1.38). Значення Кі 

дорівнює 3,7 мкМ. На основі результатів молекулярного докінгу автори 

припускають, що зв'язування інгібітора відбувається в ділянці В поблизу 

каталітичного сайту РТР1В [89]. 

 

1.38 

 

1.5. Механістичне підгрунтя і загальні тенденції конструювання 

інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз 

 

1.5.1. Алостеричні інгібітори 

Важливим доповненням останнього часу у підходах до розвитку 

драгдизайну є вивчення алостеричних інгібіторів ферментів. У випадку 

протеїнтирозинфосфатаз алостерична регуляція може подолати бар’єри, 
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пов’язані зі структурними особливостями інгібіторів, забезпечити 

селективність і покращення їх біопроникності, уникаючи націленості на 

позитивно заряджений активний центр, що є характерним для конкурентних 

інгібіторів – міметиків тирозину. Особливістю алостеричних інгібіторів є те, 

що вони зв’язуються з ферментом поза межами активного центру (α3 та α6 

спіралями у випадку РТР1В). При цьому відбувається блокування ферменту у 

певній конформаціії, як, наприклад, при блокуванні руху WPD-петлі 

протеїнтирозинфосфатази, що й зупиняє каталітичний процес [90]. Так, 

сполука 1.39 показала себе як алостеричний інгібітор трансмембранної 

протеїнтирозинфосфатази СD45 (значення ІС50 = 0,29 мкМ), з селективністю 

дії по відношенню до таких PTPаз як LAR, PTP1B, RPTP, SHP1, значення 

ІС50 для яких становило більше 50 мкМ. Показано, що сполука окуповує 

лінкерну ділянку між двома субдоменами ферменту, при цьому взаємодія з 

іншим субдоменом обумовлює конформаційні перетворення в першому 

каталітичному субдомені. Наслідком цього є зміни в α-спіралізації CD45, 

тобто білок розгортається, частково денатуруючись [91]. 

 

1.39 

Потужний інгібувальний ефект на активність SHР2 і біодоступність 

виявляє сполука 1.40 (6-(4-аміно-4-метилпіперидин-1-іл)-3-(2,3-дихлорфеніл) 

піразин-2-амін) (IC50 = 71 нМ). При цьому при 100 мкМ вона не впливає на 

активність 21 фосфатази, а при 10 мкМ  – на активність 66 кіназ. 

Характерною особливістю протеїнтирозинфосфатази SHР2 є те, що її 

каталітична активність зростає від 10 до 100 разів одночасно з 

розташуванням ліганда в одному або двох SH2 доменах, відповідно [92-94]. 

Завдяки конформаційним змінам ділянок SH2 доменів активний сайт 
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ферменту стає доступним для субстратів. Механізм дії сполуки 1.38 полягає в 

тому, що її зв'язування відбувається в алостеричній кишені, на поверхні між 

С-кінцевим SH2, N-кінцевим SH2 і PTP-доменами протеїнтирозинфосфатази 

SHР2, після чого відбувається стабілізація ферменту в неактивній 

конформації [95]. 

 

1.40 

Алостеричним інгібітором РТР1В є тродускамін (сполука 1.41) [96], що 

перебуває на стадії клінічних випробувань. Механізм інгібування цією 

сполукою встановлено як безконкурентний зі значенням Ki 4 мкM для 

PTP1B1–321 і 0,6 мкM для PTP1B1–405. Крім алостеричного сайту зв’язування, є 

також додатковий сайт на С-кінцевій ділянці РТР1В (α9′-спіраль) [97]. Було 

показано, що сполука 1.41 помітно інгібує ріст пухлини і метастазування в 

моделях раку молочної залози. Проте дослідження на цьому не зупинилися, 

подальша модифікація сполуки дозволила покращити інгібувальні 

властивості тродускаміну. Так, сполука 1.42, аналог сполуки 1.41, вже 

виявляла активність зі значенням ІС50 для PTP1B 0,1 мкM, проте на відміну 

від сполуки 1.41, яка була оборотним інгібітором як PTP1B1–405, так і PTP1B1–

321, сполука 1.42 інгібувала коротку форму PTP1B оборотно, тоді як довга 

форма PTP1B1-405 залишалася тривалий час неактивною. Крім цього, сполука 

1.42 здатна утворювати хелати з іонами міді, що може підвищувати її дію як 

інгібітора PTP1B [98]. 

 

1.41                                                                   1.42 
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Нещодавно повідомлялося про похідні бензоїлсульфонамідів як про 

нові неконкурентні алостеричні інгібітори PTP1B. Сполука 1.43 інгібувала 

РТР1В зі значенням ІС50 0,25 мкМ, демонструючи Ki 0,35 мкM. Аналіз 

закристалізованих комплексів та моделювання показали, що молекула 

інгібітора зв'язується в алостеричному центрі та стабілізує неактивну 

конформацію PTP1B. Крім того, такі сполуки демонструють високу оральну 

абсорбцію у мишей [99].  

 

1.42 

 

1.5.2. Структурні особливості сайтів зв’язування інгібіторів РТР1В 

 

1.5.2.1. Класифікація сайтів зв’язування інгібіторів РТР1В  

З тих пір, як вперше було визначено кристалічну структуру PTP1B 

[100], було накопичено значний масив даних про особливості будови 

ферменту та специфіку його взаємодії з лігандами. 

Однією з найбільш цікавих є PTP1B у комплексі з кіназним 

активаційним сегментом інсулінового рецептора [101], де великі негативно 

заряджені субстрати взаємодіють з кількома позитивно зарядженими 

амінокислотними залишками ферменту. На основі цієї інформації було 

проведено аналіз структурних особливостей цих ділянок, класифікованих як 

окремі сайти зв’язування (А, D, C, D, E) [102] з метою знайти зв'язок зі 

структурними характеристиками лігандів, значення такої будови та її вплив 

на спорідненість до ензиму. Це може  полегшити дизайн та розробку нових 

інгібіторів РТРаз.  

Сайт A,  або фосфатзв’язувальна кишеня, являє собою ділянку 

ферменту, де відбувається дефосфорилювання залишків фосфотирозину, як 

наприклад у випадку з активаційним сегментом інсулінового рецептора 
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[101]. За розмірами ця кишеня є приблизно 9 Å у глибину (від Cys215 до 

Phe182) та 10 Å в ширину (від Tyr46 до Gln262), при цьому вона може бути 

розділена на дві області. Верхня половина кишені розташована на поверхні 

білка і містить гідрофобні залишки (Tyr46, Val49, Phe182, Ala217, Ile219 та 

Gln262), які взаємодіють з арильним кільцем тирозинового залишку. Нижня 

половина містить характерний для всіх членів родини PTPаз амінокислотний 

мотив - полярну фосфат-звязувальну петлю (Р-петля, залишки Cys215-

Arg221) [102]. Особливістю петлі є те, що всі її азотні фрагменти 

амінокислотного ланцюга спрямовані до центру. Таке розташування створює 

полярну поверхню, комплементарну фосфатному аніону тирозинового 

фрагменту дещо вище каталітичного Cys215, в результаті чого фосфонатні 

атоми оксигену формують водневі зв'язки з азотними залишками пептидного 

скелету. 

 

Рис. 1.2. Основні сайти зв’язування РТР1В [103]. 

Слід зазначити, що сайт захищений від доступу розчинника, коли 

WPD-петля (залишки Thr177-Pro185) [104] закривається над кишенею при 

зв'язуванні ліганду. Тривимірна форма частково захищеного від розчинника 

природа сайту A забезпечуює можливість формування значної кількості 

внутрішньомолекулярних взаємодій з малими молекулами лігандів, а 

взаємодія з Asp48 зовні кишені, як було показано при дослідженні кристалів 
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PTP1B, відіграє важливу роль у розташуванні субстратів відносно активного 

сайту [105] та збільшує селективність дії молекули інгібітора [106]. Крім 

того, зв'язування ліганду може приводити до витіснення кількох щільно 

зв'язаних молекул води, які необхідні для стабілізації комплексу фермент-

ліганд  [107,108]. Єдиним недоліком спрямованості на сайт А є необхідність 

того, щоб інгібітори мали полярні замісники. 

Сайт B є другим некаталітичним центром зв’язування фосфату, що 

також має вигляд кишені. Сайт B більший за розмірами (13 на 20 Å), проте 

має меншу заглибленість (близько 4 Å) та більш відкритий для доступу 

розчинників, ніж A-сайт (рис. 1.2). Можливість існування цього сайту було 

виявлено несподіваним способом зв'язування, що спостерігався у комплексі з 

високоафінним субстратом BPPM (біс-(п-фосфофеніл)метан) і підтверджено 

на прикладі мутантної структури  PTP1B/C215S, закристалізованої з BPPM та 

pTyr [109]. Найбільш важливими залишками сайту B є Arg24 і Arg254, які 

координують фосфат. Сприятливим для комплексоутворення є формування 

водневих зв'язків за участю молекул води та слабополярних взаємодій з 

Met258 і Gln262, а також ван-дер-ваальсових контактів з Ile219, Asp48 і Val49 

[109]. Гідрофобні взаємодії можуть також відігравати важливу роль, оскільки 

75% неполярної площі поверхні pTyr занурені до сайту B [109]. Цікавим 

виявилося також те, що фосфорилювання залишку Tyr1163 

монофосфорильованого (по залишку Tyr1162) кіназного активаційного 

сегменту інсулінового рецептора збільшує його афінність в 70 разів [101]. Це 

пояснюється відсутністю бічного ланцюга в  амінокислотному залишку 

Gly259, який розташований у центрі сайту В, що сприяє розміщенню в цій 

ділянці таких громіздких залишків як фосфатна група Tyr1163. Як було 

показано, будь-який інший залишок на цьому місці стерично перешкоджає 

зв'язуванню. Серед інших бажаних особливостей при дизайні є можливість 

взаємодії з гідрофобними залишками (Val49, Phe52, Ile219 і Met258) [102]. Як 

згадується в літературі, за винятком Arg254 і Gln262, залишки, що 

утворюють другий центр зв’язування (сайт В) PTP1B (наприклад, Gln21, 
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Met258 і Gly259), є менш консервативними серед PTPаз, ніж залишки, що 

утворюють активний сайт [109]. Таким чином, перевагою взаємодії з цим 

сайтом є можливість одночасно підвищувати спорідненість і специфічність. 

Сайт C не часто ідентифікується як такий, що має значну біологічну 

значимість, крім зв'язування Thr1160 і Glu1159 у випадку кіназного 

активаційного сегменту інсулінового рецептора. Дана ділянка розділяє 

залишки Tyr46 і Asp48 з A-сайтом, і є великою, повністю відкритою для 

доступу розчинника і надзвичайно плоскою, за винятком залишків Arg47 і 

Lys41. Поверхня сайту сприяє розміщенню молекул, що містять негативно 

заряджені замісники. Залишки С-сайту часто невпорядковані, що 

узгоджується з відсутністю детермінант зв'язування. Тому автори вважають, 

що C-сайт є менш сприятливим для методів дизайну ніж A та B-сайти,  проте 

може відігравати певну роль при зв’язуванні лігандів [109]. 

D-сайт також не має біологічної функції і є єдиним сайтом, який не 

взаємодіє з кіназним активаційним сегментом IR. Це невелика вузька 

кишеня, частково екранована від розчинника, яка вміщує полярні та 

заряджені залишки амінокислот Tyr46, Glu115, Lys120, Asp181 і Ser216 [102]. 

Оскільки цей сайт розташований досить близько до активного центру PTP1B, 

невелике збільшення молекулярної маси інгібітора могло б збільшити його 

силу та селективність. Наприклад, невеликі залишки, приєднані в орто-

положенні до фосфонатного інгібітора на арильному кільці, можуть значною 

мірою сприяти взаємодії з залишками D-сайту РТРаз. 

Нарешті, сайт Е являє собою відкриту площинну область, що 

розташована над своєрідним клапаном А-сайту – WPD-петлею і прилягає до 

сайту В (Рис.1.1.3). Він не має чітко окресленої біологічної функції, крім 

зв’язування Arg1164 активаційного сегменту IR, що, як видається, стабілізує 

замкнуту конформацію WPD-петлі шляхом π-стекінгової взаємодії з Phe182. 

Інгібітори, які імітують ці взаємодії, можуть бути ефективнішими, 

уповільнюючи швидкість каталізу. Занурення далі в глибину сайту Е, 



44 

ймовірно, не є гарною ідеєю, оскільки ця ділянка, як і сайт С, містить дуже 

мало детермінант зв’язування [109]. 

 

1.5.2.2. Особливості взаємодії інгібіторів з сайтом В РТР1В 

Амінокислотні залишки Arg254 і Arg24 B-сайту відіграють важливу 

роль у зв'язуванні як бічного ланцюга фосфотирозину інсулінового 

рецептора, так і інгібіторів – акцепторів водневих зв’язків. Групою 

дослідників було показано, що саліцилаткарбоксилатна група інгібіторів 

визначає селективність по відношенню до РТР1В, утворюючи водневі зв'язки 

з Arg24, Arg254 і Gln262. При цьому селективність досягала 24-кратного 

рівня, а відсутність саліцилаткарбоксилатної групи зменшувала рівень 

селективності (сполуки 1.43, 1.44) [110]. 

       

1.43                                                                 1.44 

Однак деякі подібні сполуки з саліцилатною групою, як наприклад 

похідні ізотіазолідинону, показали лише мінімальну селективність (2-кратну) 

при взаємодії з Arg24 і Arg254 B-сайту, хоча спостерігалося підвищення 

інгібувальної дії в 25-32 рази [111,112].  

Результати дослідження кристалічних структур показали, що поверхні 

TC-PTP та РТР1В дуже схожі. Проте відмінності спостерігаються в двох 

ділянках, які потенційно обумовлюють різну здатність розпізнавання 

субстрату двома PTPазами і можуть бути використані для проектування 

селективних інгібіторів для кожного з ферментів. Одна з таких ділянок, 

визначена залишками Phe52/Tyr54 і Cys32/His34 сайту B (курсивом виділено 

залишки ТС-РТР), доступна прямо з кишені активного сайту [113]. Ця 

область досить наближена до саліцилат-зв'язувальної ділянки (Arg24 і 

Arg254) [114] і взаємодія з гідрофобними залишками Phe52, Cys32 та Met258 
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може забезпечити більшу селективність інгібіторам PTP1B, як було показано 

на кількох прикладах [115,116], особливо коли в бічному ланцюгу інгібітора 

знаходиться піролідинова група, що здатна повністю зайняти В-сайт. 

Область Cys32 в PTP1B (відповідний залишок His34 в TC-PTP) є 

важливим сайтом розпізнавання, який розташований на віддаленому кінці B-

сайту. При дослідженні бідентатних інгібіторів на основі α-кетокислот було 

помічено 30-кратну селективність до РТР1В у порівнянні з ТС-РТР. За 

допомогою молекулярного моделювання було показано, що взаємодія з 

залишком His34 TC-PTP відіграє своє особливе значення у забезпеченні 

високої селективності інгібітора відносно РТР1В (сполука 1.45), причому 

ключова роль в інгібуванні належить фенільному залишку кінцевого 

дифенілетерного фрагменту, заміна якого (сполука 1.46) приводила до 

зниження селективності інгібування [117]. 

 

1.45                                                                 1.46 

Також виявлено, що Met258 визначає специфічність, коли його вплив 

поєднується з впливом інших залишків, таких як Phe52. За даними РСА 

(кристал 1NZ7), взаємодія пептидного інгібітора з ліпофільним залишком 

Met258 може бути критичним фактором для досягнення 5-кратної 

селективності відносно ТС-РТР (сполука 1.47) [118]. 



46 

  

1.47 

 

1.5.2.3. Особливості взаємодії інгібіторів з сайтом C PTP1B 

Залишки сайту C, а саме Arg47, Asp48, що знаходяться в безпосередній 

близькості до каталітичного сайту А та Lys41, часто розглядаються як 

важливі для дизайну інгібіторів РТР1В. Група вчених з Кембриджу отримала 

інгібітор PTP1B (сполука 1.48) на основі тіофенового скафолду зі значенням 

Ki 0,3 мкМ. Результати рентгенструктурного аналізу показали, що заміщення 

пара-положення у фенільному кільці дає можливість взаємодії з Arg47 і 

Asp48. Було показано, що введення карбоксильної групи з метою 

забезпечення електростатичної взаємодії з Arg47 покращило інгібувальну 

активність в 23 рази по відношенню до кількох інших РТРаз за винятком TC-

PTP (сполука 1.49) [119].  

 

 

1.48                                                                 1.49 
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Подібні особливості згадуються в кількох інших роботах [120,121], 

проте як зазначається, взаємодія лише з Arg47, Asp48 не є визначальною для  

селективності дії того чи іншого інгібітора.  

Значна селективність спостерігається, коли інгібітор взаємодіє з Lys41. 

Ілюстративним прикладом є фосфотирозинові міметики на основі N-(2,5-

діетоксифеніл)метансульфонаміду, що взаємодіяли, за результатами докінгу, 

з Lys41 та залишками Arg47 і Asp48. Окрім того, спостерігалися взаємодії з 

амінокислотними залишками в межах активного центру та з Tyr46 D-сайту. 

Для того, щоб дослідити ці гідрофобні взаємодії, різні замісники вводили в 

положення 4 фенільного фрагменту. Сполука 1.50 з 4-метокси-групою 

виявилась потужним інгібітором PTP1B з IC50 = 0,203 мкМ та близько 120-

кратною селективністю у порівнянні з TC-PTP [122]. 

 

1.50 

1.5.2.4. Особливості взаємодії інгібіторів з сайтом D PTP1B 

Істотне значення для селективності при конструюванні інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз може мати їх здатність взаємодіяти з 

амінокислотними залишками сайту D, що межує з каталітичним сайтом А. 

Так, відзначається 20-кратна селективність сполуки 1.51 як інгібітора РТР1В 

на основі (2-гідроксифенокси)оцтової кислоти у порівнянні з TC-PTP. Дані 

рентгеноструктурного аналізу показали, що залишок карбонової кислоти 

щільно зв'язується в каталітичній кишені, а саліцилатний фрагмент 

простягається до сайту B. При цьому селективна дія інгібітора РТР1В 

обумовлена взаємодією фенільної гідроксильної групи з залишками Lys120 і 

Tyr46 сайту D [123]. 
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1.51 

Значну активність було показано при використанні як інгібіторів 

РТР1В похідних 2-(оксаліламіно)бензойної кислоти з 26-кратною 

селективністю у порівнянні з TC-PTP [124]. Кристалічна структура 

комплексу сполуки 1.52 з РТР1В свідчить про те, що карбоксильна група 

взаємодіє з P-петлею та залишком Lys120, а замісник біля атому нітрогену 

направлений до Phe182. 

 

1.52 

З усіх тирозин-специфічних PTPаз PTP1B є єдиним ферментом, який 

містить залишок лейцину в положенні 119. Це привернуло увагу деяких 

дослідників до Leu119 як потенційного залишку-мішені при створенні 

специфічних інгібіторів РТР1В. Так, арилдифторометилфосфонові кислоти 

(сполука 1.53) були ідентифіковані як інгібітори PTP1B з мікромолярними 

значеннями ІС50 та 2-10 кратною селективністю щодо TC-PTP [125]. 

Результати рентгенівських кристалів показали, що естерна група займає 

гідрофобну кишеню, оточену залишками Leu119, Ser118 і Tyr46. 

Дослідження мутантної форми ензиму показало, що заміщення Leu119 на Val 

(відповідний залишок TC-PTP) приводило до відсутності селективності дії 

інгібітора. 
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1.53 

Наведені приклади показують, що націленість інгібіторів одночасно на 

кілька сайтів зв’язування може спростити дизайн специфічних та 

високоспоріднених інгібіторів певних РТРаз. При цьому найбільша 

селективність при інгібуванні РТР1В спостерігалася при взаємодії з активним 

сайтом А, гідрофобними залишками Phe52, Cys32, Met258 сайту В, а також 

залишком Lys120 сайту D. Тобто, потенційно ефективними інгібіторами 

селективної дії можуть бути інгібітори АВD-типу за місцем зв’язування на 

поверхні протеїнтирозинфосфатази 1В, тоді як взаємодія з залишками інших 

сайтів дозволяє підвищити ефективність інгібітора. 

 

1.5.3. Біологічний транспорт і структура інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз 

Біодоступність інгібіторів є ще однією важливою проблемою при 

розробці потенційних лікарських засобів, особливо у випадку 

протеїнтирозинфосфатаз. Активні сайти PTPаз еволюціонували в такий 

спосіб, аби забезпечити місце для субстрату і його фосфотирозинового 

залишку, який містить два негативних заряди при фізіологічних значеннях 

рН. Таким чином, значна кількість спрямованих на активний центр 

інгібіторів PTPаз (міметики pTyr, що діють як конкурентні інгібітори, не 

піддаючись гідролізу), характеризуються високим рівнем заряду, Такі 

молекули мають обмежену проникність через клітинну мембрану [126]. 
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З метою поліпшення біопроникності інгібіторів через мембрану клітин 

використовуються різні підходи. Серед них зменшення заряду, підвищення 

гідрофобності, конструювання проліків тощо. Слід також зазначити, що, на 

відміну від активного центру, що зв'язує pTyr, аллостеричний та інші 

додаткові сайти не є консервативними і їм властива значно менша 

полярність. Отже, спрямування на ці сайти може представляти альтернативну 

стратегію розвитку селективних інгібіторів з прийнятними 

фармакологічними властивостями.  

 

1.5.3.1. Зменшення заряду інгібіторів РТРаз 

Найпростішим підходом є зменшення кількості негативних зарядів 

інгібіторів, так як менш заряджена похідна може легше проникнути через 

клітинну мембрану. 

 

1.54                                                                 1.55 

Одним із прикладів може бути сполука 1.54 [127], яка вперше була 

ідентифікована як ефективний інгібітор PTP1B, але два негативних заряди 

обмежували її клітинну проникність [128]. Цікаво, що коли один із залишків 

карбонових кислот було замінено тетразольною групою, отримана сполука 

1.55 показала кращу клітинну проникність без втрати інгібувальної здатності. 

 

1.5.3.2. Підвищення гідрофобності інгібіторів РТРаз 

Інший підхід до збільшення проникності інгібіторів полягає в 

посиленні гідрофобного характеру сполуки. Оскільки більшість міметиків 

фосфатаз мають негативний заряд, вони зазвичай є гідрофільними. При 
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введенні більшої кількості гідрофобних компонентів сполуки стають більш 

ліпофільними зі сприятливим коефіцієнтами мембранного розподілу. 

Наприклад, сполуки 1.56 і 1.57 є орально біодоступними і активними 

на тваринних моделях з цукровим діабетом 2 типу завдяки наявності кількох 

ароматичних кілець, незважаючи на те, що вони є негативно зарядженими 

[129]. Це вказує на те, що підвищення гідрофобності може бути ефективною 

стратегією для поліпшення біодоступності інгібіторів фосфатаз. 

 

1.56                                            1.57 

 

1.5.3.3. Потенціал проліків 

Хімічна модифікація біологічно активної сполуки з утворенням нової 

сполуки, яка при ферментативному гідролізі in vivo переходить у вихідну 

форму, лежить в основі концепції проліків [130]. Підхід проліків 

використовується з метою модифікації фізико-хімічних характеристик і 

окрім всього іншого широко застосовується для покращення біодоступності 

та абсорбції сполук. Як було зазначено, велика кількість біологічно активних 

сполук є зарядженими, додавання ж ліпофільних груп до молекули часто 

покращує пасивну абсорбцію лікарського засобу, оскільки неіонізована 

форма лікарського засобу поглинається ефективніше, ніж його іонізований 

аналог. Так як більшість молекул лікарських засобів є або слабкими 

кислотами, або основами, то розчинність препарату в біологічних рідинах і їх 

біодоступність може бути питанням. Серед основних типів проліків 

більшість структур є різного роду естерами, а також амідами, фосфамідами, 

карбаматами, глікозидами, етерами тощо [131]. 
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Підхід проліків використовується і при конструюванні інгібіторів 

фосфатаз, наприклад таких, що містять один (або більше) залишків 

карбонової кислоти. Відповідні метилові або етилові естери набагато 

простіше проходять через клітинну мембрану і при проникненні всередину 

клітини гідролізуються, набуваючи активну форму інгібітора [126]. Сполуки 

1.58 [132] і 1.59 [133] є прикладом проліків для PTP1B. 

1.58                                                           1.59 

Таким чином, наведена в огляді літератури інформація підсумовує 

результати деяких останніх дослідженнь інгібіторів терапевтично важливих 

фосфатаз та основні підходи щодо покращення інгібувальної дії біоактивних 

сполук. На основі проаналізованих літературних даних можна відзначити, що 

серед багатьох білкових мішеней фосфатази на сьогоднішній день займають 

одне з важливих місць за рівнем фармакологічної зацікавленості з метою 

розробки лікарських препаратів. Зокрема, значний інтерес прикуто до 

протеїнтирозинфосфатаз, відхилення в функціонуванні яких асоціюється з 

розвитком цукрового діабету 2 типу, ожиріння, злоякісних новоутворень, 

вірусних захворювань, автоімунних та інших порушень.  

Даних щодо біоактивності сульфонілкалікс[4]арену та його похідних в 

літературі не зустрічається, проте описаний раніше спектр активності 

калікс[4]аренів та тіакалікс[4]аренів [9-11,45,134,135] говорить про те, що ці 

сполуки могли б бути перспективними об’єктами для конструювання 

інгібіторів фосфатаз, зокрема через свою низьку токсичність та можливість 

модифікації. З огляду на це формувалася мета і завдання представленої 

дисертаційної роботи. Головний напрям досліджень полягав у пошуку і 

встановленні закономірностей та механізмів дії потенційних інгібіторів 



53 

фосфатаз на молекулярній платформі сульфонілкалікс[4]арену. У цій роботі 

нами було вивчено інгібування окремих РТРаз, NPP1 та досліджено здатність 

до транспорту людським сироватковим альбуміном. Для досягнення 

поставленої мети необхідно було з’ясувати кінетичні закономірності і 

механізми дії похідних сульфонілкалікс[4]арену на активність 

протеїнтирозинфосфатаз, лужних фосфатаз та 

нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1. Результати виконаних робіт 

викладені в наступних розділах цієї дисертації та опубліковані у фахових 

наукових виданнях [136-139]. 
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РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

 

2.1. Матеріали 

В роботі для досліджень було використано комерційно доступні 

(компанія ―Sigma-Aldrich‖) препарати лужних фосфатаз, нуклеотидпіро-

фосфатази/фосфодіестерази 1 та протеїнтирозинфосфатаз.  

Препарат лужної фосфатази з мукози тонкої кишки бика, тип VII-L з 

активністю 3800 од./мг білка був у вигляді суспензії в 3,2 М сульфаті амонію, 

рН 7,0, що вміщував також 1мМ хлорид магнію та 0,1 мМ хлорид цинку. 

Лужну фосфатазу з плаценти людини, тип XXIV з активністю 14 од./мг було 

отримано в гліциновому буфері.  

Препарат нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1 з Bothrops atrox, 

тип V з активністю 0,01 од. на 1 мг було отримано у вигляді частково 

зневодненого залишку.  

Людські рекомбінантні препарати протеїнтирозинфосфатаз були 

представлені PTP1B, TC-PTP, SHP2, MEG1, MEG2, CD45 та PTPβ. Препарат 

цитозольної повнодовжинної РТР1В (1-436 амінокислотні залишки 

каталітичного домену людського ензиму) мав масу 76 кДа. Розчин ферменту 

вміщував 45 мМ трис-НСІ-буфер (рН 8,0) з додаванням гліцерину (10%), 124 

мМ NaCl, 2,4 мМ KCl, 3 мМ дитіотреітол (DTT) та 18 мМ глутатіон. 

Короткодовжинна РТР1В складалася з 1-322 амінокислотних залишків, 

масою 37,4 кДа. Розчин препарату містив 50 мМ HEPES-буфер з рН 7,2, 1мМ 

ЕДТА, 5мМ ДTT та 0,05 % NP-40. Препарат цитоплазматичної Т-клітинної 

протеїнтирозинфосфатази містив 2-315 амінокислотні залишки людської ТС-

РТР та мав масу 62,3 кДа. Фермент знаходився в розчині, що містив 25 мМ 

трис-НСІ (рН 8,0) з 50%-ним гліцерином, 75 мМ хлористий натрій, 2 мМ 

ЕДТА, 1 мМ дитіотреітол, 10 мМ глутатіон та 0,05% Tween-20. Препарат 

SHP2, що використовувався в роботі, був представлений каталітичним 

доменом з масою 59,5 кДа (224-529 амінокислотні залишки людської SHP2). 
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Розчин з ензимом вміщував 25 мМ трис-НСІ (рН 8,0) за наявності 75 мМ 

хлористого натрію, 50% гліцерину, 2 мМ ЕДТА, 1 мМ дитіотреітолу, 10 мМ 

глутатіону та 0,05% Tween-20. Рекомбінантний препарат MEG2 відповідав 

амінокислотній послідовності каталітичного домену людської 

протеїнтирозинфосфатази MEG2 (285-593, 41 амінокислотний залишок) 

масою 60,3 кДа. Ензим знаходився в 25 мМ трис НСІ-буфері (рН 8,0) в 50%-

ному гліцерині з додаванням 67 мМ хлориду натрію, 1,4 мМ хлориду калію, 3 

мМ дитіотреітолу та 10 мМ глутатіону. Препарат РТР-MEG1 було 

представлено каталітичним доменом людської РТРази, що відповідав 

амінокислотній послідовності з 637 по 926 залишки. Розчин з ензимом 

вміщував 40 мМ трис-НСІ-буфер (рН 8,0) в 20%-ному гліцерині з 110 мМ 

хлористим натрієм, 2,2 мМ хлоридом калію, 3 мМ дитіотреітолом та 16 мМ 

глутатіоном. Препарат трансмембранної протеїнтирозинфосфатази СD45 

масою 75 кДа був після експресії з бакуловіруса інфікованих Sf9 клітин 

комахи Spodoptera frugiperda. Ензим знаходився в розчині 40 мМ трис-НСІ 

(рН 8,0) в 20%-ному гліцерині з 110 мМ хлориду натрію, 2,2 мМ хлориду 

калію, 3 мМ дитіотреітолу та 16 мМ глутатіону. Трансмембранна 

рекомбінантна протеїнтирозинфосфатаза-β була повнодовжинним людським 

ензимом, клонованим в Nhe 1-Bgl II сайті pGEX2T вектора, експресованим та 

очищеним від лізату з використанням глутатіон-агарози. Ензим знаходився в 

трис-НСІ-буфері (рН 8,0) в 50%-ному гліцерині з 10 мМ 2-меркаптоетанолом 

і 25 мМ глутатіоном. Всі препарати ензимів зберігалися за спеціальних умов 

при температурі -70 °С.  

Для вимірювання ензиматичної активності лужних фосфатаз та 

протеїнтирозинфосфатаз використовували штучні субстрати – 

п-нітрофенілфосфат (pNPP) та флуоресцентний субстрат 

4-метилумбеліферилфосфат (4-MUP). Біс-п-нітрофенілфосфат було 

використано як субстрат для нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1. 

Для визначення фосфодіестеразної активності сиворотки крові людини 
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застосовували специфічний субстрат – п-нітрофеніловий естер тимідин-5-

монофосфату.  

Для моделювання біологічного транспорту потенційних інгібіторів 

було використано препарат людського сироваткового альбуміну масою 66478 

Да. Окрім того були використані препарати для приготування буферів, 

зокрема біс(2-гідроксиетил)аміно-трис(гідроксиметил)метан та його 

гідрохлорид. Всі перелічені вище хімічні препарати придбані в компанії 

―Sigma-Aldrich‖.  

Похідні сульфонілкалікс[4]арену та деякі інші калікс[4]арени були 

синтезовані в Інституті органічної хімії НАН України під керівництвом 

академіка НАН України В. І. Кальченка кандидатом хімічних наук А. Б. 

Драпайлом та кандидатом хімічних наук С. Г. Вишневським за описаними 

методиками [139-144]. Структуру синтезованих сполук доведено за 

допомогою елементного аналізу, мас-спектроскопії та 
1
Н-ЯМР, 

13
С-ЯМР та 

31
Р-ЯМР-спектроскопії. 

 

2.2. Дослідження впливу похідних калікс[4]аренів на активність 

фосфатаз 

 

2.2.1. Дослідження інгібування лужних фосфатаз похідними 

сульфонілкалікс[4]арену 

Вплив похідних сульфонілкалікс[4]арену на активність лужних 

фосфатаз з мукози тонких кишок бика та плаценти людини досліджували в 

трис-НСI-буфері (рН 9,0). Інкубаційне середовище вміщувало 0,1 М буфер та 

п-нітрофенілфосфат як субстрат. Для приготування робочих розчинів похідні 

сульфонілкалікс[4]арену розчиняли в диметилсульфоксиді. Об’ємна 

концентрація диметилсульфоксиду в дослідах з інгібітором  та в контрольних 

дослідах без нього складала 2 об. %. В експериментах з інгібуванням лужної 

фосфатази з мукози тонких кишок бика концентрація субстрату становила 0,5 

мМ. Концентрація макроциклічних інгібіторів змінювалась в інтервалах 10-
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50 мкМ в залежності від їх структури. При дослідженні інгібування лужної 

фосфатази з плаценти людини концентрація субстрату була також 0,5 мМ, а 

концентрація інгібіторів – в діапазоні концентрацій 10-50 мкМ. В процесі 

досліджень реакційну суміш термостатували впродовж 5 хв при 25 
о
С, а 

потім розпочинали реакцію додаванням в середовище інкубації 50 мкЛ 

розчину ферменту. Загальний об’єм реакційної суміші складав 2 мл. 

Швидкість гідролізу п-нітрофенілфосфату вимірювали за збільшенням 

поглинання п-нітрофенолу, що утворювався в результаті гідролізу субстрату, 

використовуючи молярний коефіцієнт екстинції, що дорівнює 18300 М
-1
см

-1
 

при довжині хвилі 410 нм. В контрольних дослідах було встановлено, що за 

умов дослідів калікс[4]арени не впливали на оптичну густину реакційної 

суміші при 400-410 нм. 

 

2.2.2. Дослідження інгібування нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1 

похідними сульфонілкалікс[4]арену 

Вплив похідних сульфонілкалікс[4]арену на швидкість гідролізу біс-п-

нітрофенілфосфату в присутності нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 

1 досліджували в 0,05 М трис-НСl буфері (рН 8,8). Реакційна суміш 

вміщувала біс-п-нітрофенілфосфат та різні концентрації фосфонових кислот 

або інших похідних сульфонілкалікс[4]арену. При дослідженні інгібування 

NPP1 концентрація субстрату складала 2,5 мМ. При дослідженні кінетичних 

закономірностей інгібувальної здатності похідних сульфонілкалікс[4]арену 

концентрація субстрату була 0,8 мМ, а концентрація інгібіторів – в діапазоні 

0,04-30 мкМ. Реакційну суміш витримували протягом 5 хв при 25
о
С в 

буферному розчині з інгібітором, а реакцію розпочинали додаванням 

ферменту. Загальний об’єм реакційної суміші складав 1,5 мл.  

Швидкість гідролізу біс-п-нітрофенілфосфату в присутності похідних 

сульфонілкалікс[4]арену вимірювали за збільшенням поглинання п-

нітрофенолу при 410 нм. В результаті дослідження визначали значення ІС50 

похідних сульфонілкалікс[4]арену, а також аналізували співвідношення 
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констант Міхаеліса в дослідах як з інгібітором, так і без нього для визначення 

типу інгібування. 

 

2.2.3. Дослідження інгібування нуклеотидпірофосфатазної активності 

плазми крові людини 

В роботі використовували препарат плазми людської крові, який 

містить нуклеотидпірофосфатазу/фосфодіестеразу 1. Для встановлення 

фосфодіестеразної активності використовували специфічний  до цього 

ферменту субстрат – p-нітрофеніловий естер тимідин-5-монофосфату [145].  

Вплив похідних сульфонілкалікс[4]арену на швидкість гідролізу p-

нітрофенілового естеру тимідин-5-монофосфату, що його каталізує 

нуклеотидпірофосфатаза/фосфодіестераза 1, досліджували в середовищі 0,05 

М трис-НСI буферу зі значенням рН 9,0. Реакційне середовище вміщувало 

0,2 мМ p-нітрофеніловий естер тимідин-5-монофосфату, 4,5 мМ MgCl2, 40 

мкл плазми сироватки крові та інгібітор, концентрація якого була від 1 мкМ 

до 50 мкМ. Суміш термостатували протягом 5 хв при 37
о
С в буферному 

розчині з інгібітором, а реакцію розпочинали додаванням субстрату. 

Загальний об’єм реакційної суміші складав 1,5 мл. Швидкість гідролізу 

p-нітрофенілового естеру тимідин-5-монофосфату вимірювали за 

збільшенням поглинання п-нітрофенолу при 410 нм. 

 

2.2.4. Дослідження інгібування протеїнтирозинфосфатаз похідними 

сульфонілкалікс[4]арену 

Перед проведенням експерименту визначену кількість препарату тієї чи 

іншої РТРази розчиняли в попередньо підготовленому розчині біс-трис-

буферу (рН 7,2), що містив 30%-ний гліцерин, 3 мМ EDTA, 2 мМ DTT, 75 

мМ NaCl та 0,05% Твін-20. Інгібувальну здатність похідних 

сульфонілкалікс[4]арену та деяких інших калікс[4]аренів на активність 

РТР1В, ТС-РТР, CD45, SHP2, РТР-β, Meg2 та Meg1 досліджували в 

середовищі біс-трис-буферу (рН 7,2), концентрація якого становила 50 мМ. 
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Як концентровані, так і підготовлені розбавлені розчини ензимів зберігалися 

в морозильній камері з температурою -70 °C. Похідні 

сульфонілкалікс[4]арену та деякі інші необхідні для порівняння 

калікс[4]арени розчиняли в залежності від структури у воді, DMSO чи біс-

трис-буфері (pH 7,2). Після цього сполуку в необхідній концентрації вносили 

в реакційну суміш, що складалася з 50 мМ біс-трис-буферу (pH 7,2), 2 мМ 

EDTA, 1 мМ DTT, 100 мМ NaCl, 1 об. % DMSO та pNPP як субстрату. 

Концентрація п-нітрофенілфосфату була наближена до значень констант 

Міхаеліса для кожного з ферментів [146-148] і становила 2 мМ для РТР1В та 

ТС-РТР, 5 мМ для CD45, MEG2 та MEG1, 7 мМ для SHP2 та 1 мМ для PTP-β. 

Під час кінетичних досліджень загальний об’єм реакційної суміші складав 

0,5 мл. Кожного разу суміш термостатували впродовж 5 хвилин при 37 °C (у 

випадку PTP1B), 30 °C (у випадку TC-PTP, CD45, SHP2 та PTPβ) та 25 °C (у 

випадку MEG2 та MEG1). Фермент, концентрація якого в реакційній суміші 

становила 4–10 нМ, додавали безпосередньо перед початком реакції.  

Активність ферментів вимірювали за швидкістю гідролізу 

п-нітрофенілфосфату, яку детектували за зміною оптичної густини при 

довжині хвилі 410 нм. Спектрофотометричні вимірювання проводилися на 

спектрофотометрі «Specord Analytik Jena-250».  

В експерименті з флуоресцентним субстратом 4-MUP реакцію гідролізу 

ініцвалювали додаванням субстрату і контролювали 

спектрофлуориметрично. Довжина хвилі збудження становила 360 нм. 

Інтенсивність флуоресценції детектували при 450 нм. 

 

2.3. Дослідження здатності похідних сульфонілкалікс[4]арену 

взаємодіяти з людським сироватковим альбуміном 

Здатність похідних сулфонілкалікс[4]арену утворювати комплекси з 

людським сироватковим альбуміном (HSA) вивчали шляхом аналізу змін в 

інтенсивності флуоресценції білка після додавання сполуки, що 

досліджувалась. Експеримент виконували в середовищі трис-НСІ буферу (рН 
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7,4). Альбумін було розчинено в бідистильованій воді, кінцева концентрація 

білка дорівнювала 2 мкМ, а загальний об’єм реакційної суміші становив 2 мл. 

Інгібітори попередньо були розчинені в DMSO (не більше 1 об.% в 

реакційній суміші). Реакційну суміш витримували впродовж 15 хв. при 

температурі 25°С, 35°С та 45°С. Взаємодію сполук з HSA детектували за 

зміною інтенсивності флуоресценції при довжині хвилі 360 нм, збуджуючи 

білок при 280 нм. Всі виміри було проведено на флюориметрі «Cary Eclipse 

Varian». 

Псевдоферментативну активність людського сироваткового альбуміну 

вивчали в трис-НСI-буфері (рН 7,4). Реакційна суміш вміщувала 0,05 М 

буферу, 0,1 мМ 4-п-нітрофенілацетату (або 5-нітробензізоксазолу), 1 об. % 

DMSO, воду та сполуку, яка вивчалась і концентрацію якої в дослідах 

змінювали в інтервалі 10-80 мкМ. Реакційну суміш термостатували 5 хвилин 

при 25 
о
С, після чого додавали 10 мкМ HSA. Швидкість гідролізу 4-

нітрофенілацетату вимірювали за зростанням концентрації 2-гідрокси-5-

нітробензонітрилу що утворювався, яку детектували спектрофотометрично 

при 410 нм. 

 

2.4. Кінетичні дослідження 

Дослідження ензиматичних реакцій проводили за умов, коли початкова 

концентрація субстрату була меншою або дорівнювала константі Міхаеліса і 

значно перевищувала початкову концентрацію ензиму. Таким чином було 

створено умови стаціонарності, за яких концентрація проміжного ензим-

субстратного комплексу була постійною, обумовлюючи постійну швидкість 

реакції. Оскільки продукти реакції можуть інгібувати активність ферменту, 

кінетичні дані отримували в 10-хвилинному часовому діапазоні після 

ініціювання реакції гідролізу (в цей час концентрація продукту не 

перевищувала 10%). У випадку похідних сульфонілкаліксарену розрахунки 

велися переважно з 8 по 10 хвилину перебігу реакції на відрізку кінетичної 

кривої, що відповідала стаціонарній швидкості. Перші хвилини відкидалися у 
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зв’язку з  можливим впливом певних чинників на результати експерименту в 

процесі встановлення рівноваги  модельної системи.  

Активність ферментів визначали з прямої лінії тренду, проведеної 

дотично до лінійної частини кінетичної кривої, що являлє собою залежне від 

часу накопичення продуктів реакції гідролізу. Залишкову активність ензимів 

оцінювали у відсотках до їх активності в дослідах без інгібітора. З графічних 

залежностей залишкової активності ензиму від концентрації інгібітора (рис. 

2.1 і 2.2)  обраховували середнє значення ІС50, стандартну похибку та 

коефіцієнт Хілла. Представлені в дисертаційній роботі значення ІС50 є  

концентраціями інгібітора, за якої ферментативна активність знижувалася на 

50%. Таким чином, ІС50 можна розглядати як концентраційний показник 

ефективності інгібітора, що кількісно характеризує вплив тієї чи іншої 

сполуки на активність конкретної фосфатази за певних умов [149]. 

Коефіцієнт Хілла є величиною, що характеризує кооперативність зв’язування 

ліганда ферментом; він відображає мінімальну кількість молекул інгібітора, 

що зв’язується однією молекулою ензиму. Значення ІС50 та коефіціенти 

Хілла представлено в роботі як значення ± стандартне відхилення. 

Кінетичні параметри Vmax та Km, а також уявні значення Vmax´ та Km´ за 

наявних в системі інгібіторів визначали з графічної залежності в обернених 

координатах Лайнуівера-Берка (графік залежності 1/V від 1/[S]). При цьому 

використовували рівнянням (2.1) та (2.2) 
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 (2.2) 

Дані для побудови таких графіків були отримані з серії експериментів 

за умов пропорційного зменшення концентрації субстрату. В такий спосіб 

було отримано пряму для контролю без інгібітора, та прямі для системи з 

інгібіторами при різних концентраціях. При цьому характер перетину прямих 

свідчив про тип інгібування. Інгібування за конкурентним типом, що 
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спостерігалося в роботі, характеризувалося точкою перетину ліній на осі 

ординат. 

Згідно конкурентного типу інгібування (схема 2.1) константу 

інгібування Ki знаходили з рівняння (2.3) та з координат залежності Km´ від 

[I] [150]. 

Схема 2.1 

 

         
   

  
  (2.3) 

Подані в роботі значення Ki були середніми від значень, отриманих у 

серії з 3-4 експериментів при різних концентраціях інгібітора. 

Для оцінки селективної дії інгібіторів відносно тієї чи іншої фосфатази 

використовували значення ІС50. У випадку конкурентного типу інгібування 

ІС50 = 2Kі за умови, що концентрація субстрату дорівнює Km для того чи 

іншого ферменту. 

Варто зазначити, що характер кінетичних кривих, особливо у випадку 

РТР1В, часто вказував на повільний механізм утворення фермент-

інгібіторного комплексу, що було описано раніше [151]. 

 

2.5. Метод флуоресцентного аналізу 

Механізм гасіння флуоресценції, в залежності від того, утворюється 

комплекс з альбуміном чи ні, поділяється на статичний або динамічний, 

відповідно. Тип, за яким відбувалося гасіння  HSA похідними 

сульфонілкалікс[4]арену, визначали шляхом аналізу графічної залежності 

константи Штерна-Фольмера від температури. Дослідження проводилося при 

трьох температурах 25°С, 35°С та 45 °С.  
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2.6. Методи розрахунків та статистичного аналізу 

Результати проведених досліджень було обраховано з використанням 

програмного забезпечення для роботи з електронними таблицями Microsoft 

Excel та наукового статистичного інструменту GraphPad Prism 6. 

Попередні значення IC50 було отримано з серії вимірювань залишкової 

ферментативної активності при різних концентраціях інгібіторів, що були 

нанесені на відповідний графік (відсоток активності від концентрації 

інгібітора) та проаналізовані методом регресійного аналізу з використанням 

лінії тренду у разі лінійної залежності, що описується рівнянням: 

        
(2.7) 

 

лінію тренду проводили в області 50% активності. На основі рівняння (2.7) 

визначали значення IC50: 

     
    

 
 

(2.8) 

 

Для частини дослідів, обрахунки значення IC50 та коефіцієнту Хілла 

було проведено за допомогою чотирипараметрового рівняння нелінійної 

регресії (2.9), з використанням програми GraphPad Prism 6. 

  
                   

     (                     ) 
 

(2.9) 

 

де Х – логарифм концентрації інгібітора; Y – залишкова активність 

ферменту; Top і Bottom – верхне та нижнє плато; HillSlope – коефіцієнт 

Хілла. 

Константи інгібування розраховували з обернених графіків  в 

координатах Лайнуівера-Берка. Для цього через серію точок, що були 

отримані під час експерименту при різних концентрацій субстрату, 

проводили лінію тренду. На основі лінійного рівняння (2.7) розраховували 

Vmax, , Vmax´ та Km´ за рівнянням (2.1) та (2.2), а також Ki за рівнянням (2.3). 

Подані в дисертаційній роботі константи є середніми величинами, що 

розраховані по результатам кількох експериментів. Кількість дослідів (n) з 
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визначення константи Міхаеліса, константи інгібування,  значення ІС50, 

константи гасіння Штерна-Фольмера та констант зв’язування для альбуміну 

складала 3 й більше. Стандартне відхилення (S) було обчислено як корінь 

квадратний з частки від ділення суми квадратів відхилень на (n-1): 

S =
1

2)(




n

MX
 

 

2.7. Дослідження методом молекулярного докінгу 

Підготовка лігандів для докінгу відбувалася за допомогою 

комп’ютерних програм-редакторів MarvinSketch, Avogadro та AutoDockTools. 

Програмне забезпечення MarvinSketch було використано для створення 3D-

структур лігандів та обрахунку їх можливих станів іонізації. Далі хімічні 

структури в іонізованій формі проходили оптимізацію в силовому полі 

MMFF94s [152]  в програмі Avogadro [153]. Після цього вже оптимізовані 

структури лігандів було використано безпосередньо під час молекулярного 

докінгу. AutoDockTools було застосовано для визначення просторових меж, 

налаштування зарядів атомів та їх типів, а також для збереження файлів в 

спеціальному докінг-форматі *.pdbqt ліганду з *.mol2 та кристалічної 

структури протеїнів.  

Білкові структури фосфатаз та альбуміну було завантажено з RCSB 

Protein Data Bank (http://www.rcsb.org) та підготовлено до докінгу за 

допомогою програм Discovery Studio 3.5 та AutoDockTools. Підготовка 

білкових структур включала видалення молекул наявних лігандів, молекул 

води та конвертацію *.pdb розширення файлу до необхідного для докінгу 

формату *.pdbqt. 

Моделювання фермент-інгібіторного комплексу з використанням 

гомологічної моделі нуклеотидпірофосфатази/фосфодіестерази 1 включало 

створення гомологічної моделі людського ферменту NPP1 на основі 

кристалічної структури мишиної NPP1 (PDB код 4GTW) на сервері Swiss-

Model [154-156]. Послідовність людської NPP1 була отримана з серверу 
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UniProtKB, що містилася під реєстраційним номером P22413. Мінімізація 

енергії моделі була виконана програмою SPD Viewer. 

Для визначення найбільш сприятливих структур фосфатаз та моделей 

зв’язування інгібіторів порівнювали отримані значення вільної енергії 

докінгу з експериментальними даними. Розрахована можлива активність 

інгібіторів була представлена як від’ємне значення logKi (pKi), а також 

оцінкою енергії комплексоутворення, яка дорівнює –RTln(1/Kі). Аналіз 

отриманих моделей після докінгу було проведено за допомогою програми 

Accelrys Discovery Studio 3.5. Комп’ютерні розрахунки проводили за 

допомогою програм AutoDock 4.2 [157] та AutoDock Vina [158]. 

 

2.8. Дослідження методом молекулярної динаміки 

Розрахунки методом молекулярної динаміки (МД) виконано з 

використанням програмного забезпечення NAMD 2.10 [159] в силових полях 

СHARMM27 та СHARMM36. Налаштування необхідних параметрів лігандів 

було виконано на сервері SwissParam [160]. Попередню підготовку файлів 

було здійснено плагінами Solvate та Autoionaze програми VMD 1.9.2 [161]. 

Підготовка файлів включала додавання водного оточення (9261 молекул 

води) та іонів Na
+
 і Cl

– 
(для нейтралізації і встановлення концентрації 0,15 

М). Безпосередньо перед МД  вихідну систему піддавали мінімізації 

впродовж 10 пс, після чого проводили молекулярну динаміку впродовж 100 

пс при температурі 298 К. Один крок моделювання складав 1 фс зі 

збереженням траєкторій з метою подальшого аналізу кожні 50 фс. Під час 

МД повідомлень про помилки в роботі програми не спостерігалися. Оцінку й 

аналіз електростатичних, Ван-дер-Ваальсових та загальних взаємодій поміж 

лігандом та молекулою ферменту було здійснено плагіном NAMD Energy 

програми VMD 1.9.2. 
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РОЗДІЛ 3 

ВПЛИВ СУЛЬФОНІЛКАЛІКС[4]АРЕНУ ТА ЙОГО ПОХІДНИХ НА 

АКТИВНІСТЬ ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗ 

 

3.1. Інгібування протеїнтирозинфосфатаз незаміщеним 

сульфонілкалікс[4]ареном  

Каліксарени являють собою макроциклічні тривимірні молекули, які 

широко вивчаються, в тому числі з метою можливого застосування в 

біоорганічній хімії та медицині [162-165]. Більшість похідних калікс[4]аренів 

мають низьку токсичність [166] і виявляють антибактеріальну [167,168], 

противірусну [169,170] та протиракову активність [171,172]. Ці сполуки 

також можуть бути корисними для біохімічного розпізнавання і розділення 

амінокислот, нуклеотидів, вуглеводів і стероїдів [173]. Завдяки унікальній 

структурі, калікс[4]арени можуть ефективно та вибірково інгібувати 

ферменти та інші білки. Похідні калікс[4]аренів з залишками фосфонових 

кислот на верхньому вінці макроциклу, що не піддаються гідролізу та 

імітують фосфорильований фрагмент тирозину, ефективно інгібують PTP1B 

in vitro, виявляючи меншу ефективність відносно деяких інших PTPаз 

людини [174-176]. 

Ферменти, що належать до надродини протеїнтирозинфосфатаз, 

каталізують дефосфорилювання амінокислотного залишку тирозину в білках, 

впливаючи таким чином на різні біологічні процеси, включаючи ріст клітин, 

метаболізм, апоптоз, тощо [177,178]. Збільшення активності PTPаз пов'язано 

з розвитком раку, діабету, синдрому Нунана та інших захворювань. 

Протеїнтирозинфосфатаза 1В (PTP1B) негативно регулює інсулінові і 

лептинові сигнальні шляхи в людських клітинах. Гіперактивність цього 

ферменту може сприяти розвитку діабету 2 типу та ожиріння [179,180]. 

Встановлено, що Т-клітинна PTPаза (TC-PTP) пов'язана з клітинною 

резистентністю до лептину [181], розвитком діабету 1 типу [182] і 

запаленнями [183]. Активність протеїнтирозинфосфатази SHP2 відіграє 
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фундаментальну роль в онкогенних сигнальних шляхах [184,185]. MEG2 

може бути залучена до розвитку хвороб кісткового мозку з аномальним 

збільшенням кількості клітин крові та модулює передачу сигналів, 

опосередкованих рецепторами ErbB2 і EGF [186]. Недавні дослідження 

виявили функціонування MEG2 як негативного регулятора сигналізації і 

функціонування рецептора судинного ендотеліального фактора росту в 

ендотеліальних клітинах [187]. Цей фермент також може бути 

відповідальним за сигналізацію інсуліну і гомеостаз глюкози у індукованих 

дієтою ожирінням мишей [188]. Таким чином, можливість контролювати 

активність PTPаз може знизити ризик розвитку багатьох патологій. Це 

вимагає ефективних і селективних інгібіторів PTPаз для накопичення нових 

знань і для створення нових терапевтичних засобів. 

Попередні зусилля з розробки інгібіторів людських PTPаз [11,174-176] 

були спрямовані на похідні фосфонових кислот на платформі калікс[4] арену 

(3.1) і тіакалікс[4]арену (3.2) (рис. 3.1). Тіакалікс[4]ареновий цикл 3.2 

відрізняється від калікс[4] арену 3.1 можливістю не тільки функціоналізації 

по верхньому та нижньому вінцю платформи, але й можливістю окиснення 

сульфідних груп скелету макроциклу з утворенням сульфонілкалікс[4]аренів. 

Сульфонілкалікс[4]арени, що містять чотири SO2-групи, розглядаються як 

будівельні блоки для побудови макроциклічних контейнерів [189]. Нами 

вперше було встановлено, що незаміщений сульфонілкалікс [4]арен 3.3 має 

чудові властивості як молекула з біологічною активністю, мішенню якої 

можуть бути PTPази.  

 
            3.1                                  3.2                                    3.3 

Рис. 3.1. Структури калікс[4]арену, тіакалікс[4]арену і сульфонілкалікс[4]арену 
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Щоб отримати уявлення про ефективність і селективність дії 

сульфонілкалікс[4]арену, ми оцінили його інгібувальну здатність по 

відношенню до низки PTPаз. 

Дані, представлені на рис. 3.2, демонструють інгібувальну дію 

сульфонілкалікс[4]арену 3.3 по відношенню до PTP1B, TC-PTP і MEG1. 
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Рис. 3.2. Дозозалежне інгібування MEG2 (○), PTP1B (□) та TC-PTP (∆) 

незаміщеним сульфонілкалікс[4]ареном 3.3. 

Було виявлено, що макроциклічна сполука 3.3 є потенційним 

інгібітором MEG2 (IC50 = 1,4 мкМ) з приблизно 6-кратною селективністю по 

відношенню до PTP1B (IC50 = 9,05 мкМ) і 13-кратною селективністю у 

порівнянні з TC-PTP (IC50 = 18,9 мкМ) (рис. 3.3). Макроцикл виявив низьку 

активність відносно протеїнтирозинфосфатази SHP2 (IC50 = 49 мкМ) та PTPβ 

(IC50 = 39 мкМ) і незначною мірою знижував активність MEG1 при 

концентрації 50 мкМ.  

Незаміщені каліксарен 3.1 та тіакаліксарен 3.2 мають обмежену 

розчинність у воді і не виявляли активності при максимально можливій 

концентрації 20 мкМ (табл 3.1). 
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Рис. 3.3. Ілюстрація селективності дії сполуки 3.3 на активність 

протеїнтирозинфосфатази MEG2. 

Таблиця 3.1 

Значення ІС50 і коефіцієнт Хілла інгібування протеїнтирозинфосфатаз  

незаміщеним сульфонілкалікс[4]ареном 3  

 
PTP1B TC-PTP MEG-1 MEG-2 SHP2 PTPβ 

ІС50, 

мкМ 
9,05± 0,5 18,9± 3,8 >50 1,4± 0,48 49± 9 39± 9 

n 2,14 ± 0,41 2,2 ± 0,34 - 1,4 ± 0,35 - - 

Коефіцієнти Хілла, розраховані з дозозалежних кривих інгібування 

MEG2, PTP1B і TC-PTP сполукою 3.3 (рис. 3.2), становлять 1,45, 2,14 і 2,2, 

відповідно. Це вказує на те, що щонайменше один сайт зв'язування MEG2 

бере участь у механізмі інгібування. У той же час, PTP1B і TC-PTP можуть 

містити дві окремі ділянки, які виявляють спорідненість до 

сульфонілкалікс[4]арену 3.3. 

Відомо, що активний сайт PTPаз є висококонсервативним. Для 

розміщення субстрату активна поверхня повинна мати позитивний заряд і 

забезпечувати гідрофобне оточення. У нашому випадку молекула 

сульфонілкалікс[4]арену 3.3 є більш негативно зарядженою порівняно зі 

сполуками 3.1 та 3.2, що може забезпечити найефективніше зв'язування в 

активному центрі. З іншого боку, ми припустили, що селективність інгібітора 

3.3 до MEG2 може бути пояснена гідрофобними взаємодіями в активному 
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сайті. Результати аналізу поверхні кількох ензимів – PTP1B, TC-PTP, MEG2, 

SHP2 і PTPβ – показали, що найбільш гідрофобним характером ділянки 

активного центру характеризується MEG2, включаючи pTyr-петлю, R-петлю, 

WPD-петлю, P-петлю, і Q-петлю, що може сприяти селективному 

зв'язуванню громіздкої молекули сульфонілкалікс[4]арену. 

Молекулярний докінг було проведено з метою уточнення можливого 

способу зв'язування та механізму інгібування сульфонілкалікс[4]арену 3.3 

при взаємодії з MEG2 та PTP1B. Було взято до уваги те, що PDB кристали 

PTP1B і MEG2 представлені двома групами структур з відкритою або 

закритою WPD-петлею. Ми також виходили з того, що 

сульфонілкалікс[4]арен, структурно подібний до калікс[4]арену, маючи той 

же каркас, може існувати в чотирьох конформаціях (рис. 3.4) [190,191]. 

Сліпий докінг чотирьох конформерів на всю поверхню MEG2 і PTP1B 

показав наявність кількох сайтів зв'язування. Серед них активний сайт з 

відкритою WPD-петлею був більш сприятливим для зв'язування інгібітора. 

 

         А                              Б                                В                              Г 

Рис. 3.4. Конформації сульфонілкалікс[4]арену, що були використані 

для молекулярного докінгу: конус (А); частковий конус (Б); 1,2-альтернат 

(В); 1,3-альтернат (Г). 

Результати молекулярного докінгу з використанням програми 

AutoDock 4.2 свідчать про те, що найоптимальнішою для зв'язування є 

конформація конус сульфонілкалікс[4]арену (табл. 3.2). Характеристику 

найважливіших зв’язків, які забезпечують стабілізацію можливих ензим-

інгібіторних комплексів, наведено в табл 3.3. 
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Таблиця 3.2  

Розраховані значення вільної енергії зв'язування конформерів 

сульфонілкалікс[4]арену в активних центрах MEG2 і PTP1B 

Конформація 
∆G (ккал/моль)  

MEG2 (PDB код 4GE2) PTP1B (PDB код 1PH0) 

конус -9.64 -8.66 

частковий конус -7.69 -7.38 

1,2- альтернат -8.15 -7.61 

1,3- альтернат -6.66 -6.68 

 

Таблиця 3.3 

Характеристика водневих зв’язків в моделях ензим-інгібіторних комплексів 

MEG2 і PTP1B зі сполукою 3.3 

Донор (D) 

протону 

Акцептор (A) 

протону 

Довжина 

зв’язку, Å 

Кут D···H···A, 

град 

Модель з MEG2 

Tyr333 Ліганд 2,57 100,3 

Lys411 Ліганд 2,36 133,8 

Lys411 Ліганд 1,80 144,2 

Trp468 Ліганд 2,67 108,1 

Ser516 Ліганд 2,87 144,5 

Ala517 Ліганд 2,96 176,9 

Gly520 Ліганд 2,06 116,9 

Arg521 Ліганд 2,69 122,3 

Arg521 Ліганд 1,66 165,6 

Gln563 Ліганд 1,87 150,9 
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Продовження табл. 3.3 

Донор (D) 

протону 

Акцептор (A) 

протону 

Довжина 

зв’язку, Å 

Кут D···H···A, 

град 

Модель з РТР1В 

Lys116 Ліганд 2,04 158,8 

Lys116 Ліганд 1,69 148,2 

Lys120 Ліганд 1,89 162,5 

Trp179 Ліганд 1,94 139,4 

Ліганд  Asp181 2,46 122,4 

Arg221 Ліганд 2,58 144,8 

Gln266 Ліганд 2,91 137,1 

Комплекс сполуки 3.3 з MEG2 (рис. 3.5, А) показав, що OH-групи на 

нижньому ободі взаємодіють з Lys411 і Arg521, тоді як сульфонільні групи 

утворюють H-зв'язки з Tyr333, Trp468, Lys411, Ser516, Ala517, Gly520 і 

Arg521. Інгібітор бере участь в ароматично-ароматичній взаємодії з Tyr333 та 

ароматично-катіонній взаємодії з Arg409 та Arg521. Крім того, гідрофобні 

контакти спостерігалися з Ala517, Ile519 і Tyr471. Згідно з результатами 

докінгу, ліганд в активному центрі PTP1B (3.5, Б) має дещо інше положення. 

Це може бути пов'язано з тим, що Lys116 і Ser118 R-петлі PTP1B 

представлені в структурі MEG2 Glu407 і Arg409 відповідно. Гідроксильні 

групи на нижньому вінці сульфонілкалікс[4]арену утворюють водневі зв'язки 

з Lys116 і Asp181. Сульфонільні групи мають такі ж контакти з Lys116, 

Lys120, Trp179, Arg221 і Gln266. Ароматично-катіонні взаємодії 

спостерігаються з Lys120 та Arg221. 
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                      А                                                                  Б 

Рис. 3.5. Можливі способи зв'язування сульфонілкалікс[4]арену в 

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

Дані, отримані під час цього дослідження, показують, що незаміщений 

сульфонілкалікс[4]арен має перспективні властивості як молекула з 

біологічною активністю, спрямованою на ферменти як потенційні мішені, і, 

зокрема, здатний вибірково у порівнянні з деякими іншими PTPазами 

інгібувати протеїнтирозинфосфатазу MEG2.  

3.2. Неіоногенні похідні сульфонілкалікс[4]арену як інгібітори 

протеїнтирозинфосфатаз 

Незважаючи на те, що фосфонатні інгібітори протеїнтирозинфосфатаз є 

досить ефективними і активно досліджуються, вони не впроваджені в 

практику. Все це пов'язано, серед іншого з високим рівнем заряду та високою 

консервативністю активного сайту PTPаз. З цієї причини потужні  інгібітори 

PTPаз мають тенденцію бути негативнозарядженими, що обмежує їх 

проникність, біодоступність і потенціал щодо застосування як лікарських 

засобів. 

Нами вже відзначалося, що заміна класичного калікс[4]аренового 

скафолду на тіакалікс[4]ареновий приводить до більш ефективних і 
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селективних щодо РТРаз сполук [11]. У попередньому розділі було показано, 

що навіть незаміщений сульфонілкалікс[4]арен виявляє властивості як 

молекула з селективною інгібувальною дією по відношенню до PTP-MEG2. 

Враховуючи обмежену проникність фосфонатних інгібіторів, ми вирішили 

дослідити різницю в активності заряджених молекул і неіоногенних похідних 

сульфонілкалікса[4]арену відносно протеїнтирозинфосфатаз. З цією метою 

було випробувано in vitro сполуки 3.4-3.7 (рис. 3.6) відносно PTP1B, 

T-клітинної протеїнтирозинфосфатази, протеїнтирозинфосфатази SHP2, яка 

містить протоонкогеновий Src гомологічний-2 домен, а також PTPβ і 

мегакаріоцитних протеїнтирозинфосфатаз MEG1 та MEG2.  

 

 
Рис. 3.6. Структури похідних сульфонілкалікс[4]арену, що були 

використані в роботі. 

Як видно з таблиці 3.4, сульфонілкалікс[4]арен 

тетракісметилфосфонова кислота 3.4 демонструє приблизно однаковий 

інгібувальний вплив на активність всіх РТРаз, що досліджувались, в 

3.4                                                                    3.5 

3.6                                                                         3.7 
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низькомікромолярному діапазоні значень ІС50 без селективності по 

відношенню до будь-якої з них. Заміна залишків фосфонової кислоти на її 

діетиловий естер 3.5 привела до зниження ефекту інгібування, проте з 

появою переважно 2-5-кратної селективності відносно РТР1В у порівнянні з 

іншими фосфатазами. Функціоналізація верхнього ободу макроциклу трет-

бутильними замісниками привела до різкого зниження інгібувального 

ефекту. Сульфонілкалікс[4]арен з трет-бутильними замісниками (сполука 

3.6) був слабким інгібітором PTP1B, MEG2, SHP2 та PTPβ і не впливав на 

активність TC-PTP та протеїнтирозинфосфатази MEG1.  

 

Рис. 3.7. Ілюстрація селективності дії сполуки 3.7 на активність РТР1В 

по відношенню до інших протеїнтирозинфосфатаз. 

 

Разом з тим, подальша модифікація сульфонілкалікс[4]арену 

трифторацетамідними залишками (сполука 3.7) забезпечувала інгібування 

PTP1B зі значенням IC50 1,4 мкМ і 4-28-кратною селективністю відносно 

інших PTPаз (рис. 3.7). У цьому випадку селективність інгібування PTP1B 

можна пов’язувати з наявністю нефосфонатних незаряджених замісників на 

верхньому ободі сульфонілкалікса[4]арену 3.7. 
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Таблиця 3.4 

Похідні сульфонілкалікс[4]арену 3.4-3.7 як інгібітори РТР1В та інших 

протеїнтирозинфосфатаз 

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

3.4 0,17 ± 0,04 0,4 ± 0,01 0,23 ± 0,04 0,2 ± 0,04 0,35±0,01 0,3±0,04 

3.5 0,73± 0,20 3,3± 0,54 0,81± 0,22 11± 3,22 1,5± 0,21 14± 2,12 

3.6 8,13±1,10 н.а* 18±4,1 н.а* 14 ± 5,89 11±1,4 

3.7 1,4 ± 0,26 9,6 ± 0,26 5,73±0,50 40 ± 2,41 11 ± 4 38± 4 

* не активна при концентрації 10 мкM. 

Графік Лайнуівера-Берка (рис. 3.8), що ілюструє залежність початкової 

швидкості гідролізу за наявності PTP1B і макроциклічного інгібітора 3.5 або 

3.7 від початкової концентрації субстрату, узгоджується з конкурентним 

механізмом інгібування. Значення Ki становить для цих сполук 0,2 мкМ і 0,45 

мкМ, відповідно. Конкурентний механізм інгібування вказує на те, що 

похідні сульфонілкалікс[4]арену 3.5 та 3.7 фіксуються в місці зв'язування 

субстрату. 
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                                                            Б 

Рис. 3.8. Графічна залежність інгібування PTP1B похідними 

сульфонілкаліксарену 3.5 (А) та 3.7 (Б) в координатах Лайнуівера-Берка. 

Концентрації інгібіторів: 0 (●), 1мкМ (○)(А);  0 (●), 1,5 мкМ (○) (Б). 

 

Молекулярний докінг з метою отримати уявлення про можливий 

механізм зв'язування сполук з PTP1B було проведено, за допомогою 

програми AutoDock VINA. Було використано дві групи рентгенівських 

структур PTP1B з відкритим та закритим положенням WPD-петлі. Також 

було враховано, що молекула калікс[4]арену існує в чотирьох різних 

конформаціях. Результати молекулярного докінгу чотирьох конформерів 

сполук 3.4 та 3.7 до активного центру PTP1B показали, що відкрите 

положення WPD-петлі є найсприятливішим для зв'язування фосфонової 

кислоти 3.4 (табл. 3.5).  

Що стосується сполуки 3.7, то відмінностей між значеннями енергій 

докінгу в активний центр ферменту з відкритою або закритою конформацією 

WPD-петлі майже немає, тобто приблизно рівні можливості зв'язування 

інгібітора спостерігається в обох випадках (табл. 3.6). 
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Таблиця 3.5 

Енергії зв'язування конформерів сполуки 3.4 в активному центрі PTP1B 

Конформація 
∆G (ккал/моль)  

1NL9 1PH0 1Q6M 2CM8 2CNF 

конус -7 -7 -5,9 -5,8 -6,3 

частковий конус -8 -7,3 -6,2 -7,1 -7,6 

1,2-альтернат -7,1 -6,9 -5,7 -6,3 -5,7 

1,3-альтернат -7,5 -6,6 -6,4 -4,7 -5,2 

Таблиця 3.6 

Енергії зв'язування конформерів сполуки 3.7 в активному центрі PTP1B 

Конформація 
∆G (ккал/моль)  

1NL9 1PH0 1Q6M 2CM8 2CNF 

конус -8.6 -8.5 -8.1 -6.3 -8.8 

частковий конус -7.2 -7.5 -7.7 -7.4 -8.1 

1,2-альтернат -7.4 -7.4 -7.4 -5.7 -7.2 

1,3-альтернат -7.2 -6.7 -6.9 -6.1 -7.2 

Особливістю молекулярного докінгу є облаштування молекули ліганду, 

замісники якого можуть змінювати просторове положення, тоді як  ділянка 

активного центру, або ж вся поверхня білкової молекули є жорстко 

фіксованою. Таким чином, даний підхід не передбачає можливості 

пристосування амінокислотних залишків ферменту, що досліджується, 

відносно позиції зв’язаного інгібітора, що може бути враховано за 

допомогою методу молекулярної динаміки (МД). Тому для оцінки 

стабільності отриманих після молекулярного докінгу комплексів РТР1В з 

сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфоновою кислотою 3.4 та 

сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-трифторацетамідом 3.7 було досліджено 

молекулярною динамікою (1 нс) за наявності молекул води та йонів Na
+
 і Cl

–
.  
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Для кращого порівняння двох сполук було використано кристалічну 

структуру PTP1B з відкритою петлею WPD (PDB код 1NL9). Як видно з 

таблиць 3.5 та 3.6, сполуки 3.4 і 3.7 утворюють комплекси з PTP1B зі 

значеннями вільної енергії від -8,6 ккал/моль до -7,2 ккал/моль у випадку 

сполуки 3.7 і від -8 ккал/моль до -7,0 ккал/моль для сполуки 3.4, відповідно. 

Ці дані було взято як початкові для подальшого дослідження методом МД. 

Таким чином, моделювання методом MД було проведено окремо для PTP1B 

без інгібітора і для PTP1B в комплексі зі сполукою 3.4 та 3.7, відповідно, в 

чотирьох можливих конформаціях. Середнє квадратичне відхилення (RMSD) 

розраховували для атомів скелету кристалічної структури ферменту для 

моніторингу структурних змін, якщо такі були наявні. Значення RMSD 

відносно часу моделювання розглядається як важливий критерій оцінки 

стабільності динамічної поведінки комплексу. Як видно з отриманих 

графічних залежностей (рис. 3.9, А і 3.9, Б), остаточні значення RMSD для 

п'яти модельних траєкторій для обох сполук були меншими, ніж 1,5 Å, що 

вказує на досягнення рівноважних станів структурами ферменту з 

невеликими змінами протягом усього періоду моделювання. 
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▬ - Вільний фермент 

▬ - РТР1В + конформація конус; 

▬ - РТР1В + конформація частковий конус; 

▬ - РТР1В + конформація 1,2-альтернат; 

▬ - РТР1В + конформація 1,3-альтернат; 
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Б 

Рис. 3.9. Значення RMSD молекулярної динаміки для PTP1B в 

комплексі зі сполукою 3.4 (A) та сполукою 3.7 (Б). 

 

В обох випадках РТР1В у комплексі з чотирма конформаціями 

сульфонілкалікс[4]аренів 3.4 і 3.7 була практично ідентична за гнучкістю 

свого амінокислотного скелету, тільки у випадку конформації конус сполуки 

3.7 (рис. 3.9, Б, червоний колір) спостерігалися дещо більші зміни під час 

комплексоутворення, що свідчить про меншу спорідненість цього 

конформера у порівнянні з трьома іншими. 

Середньоквадратичне коливання (RMSF), що є характеристикою руху 

ключових амінокислотних залишків, які взаємодіють з лігандом, було 

розраховано для всіх амінокислот протеїнтирозинфосфатази 1В. Найнижчі 

енергії зв'язування за результатами докінгу було отримано для інгібіторів в 

області активного центру ферменту. Тому заслуговувала на увагу оцінка 

відмінностей в положенні амінокислот, важливих для зв'язування субстрату 

та інгібіторів. До них відносяться залишки Р-петлі (His214-Arg221), WPD-

петля (Thr177-Pro185), петлі розпізнавання субстрату (Lys36, Val49 і Lys120) 
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▬ - Вільний фермент 

▬ - РТР1В + конформація конус; 

▬ - РТР1В + конформація частковий конус; 

▬ - РТР1В + конформація 1,2-альтернат; 

▬ - РТР1В + конформація 1,3-альтернат; 
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та амінокислотні залишки вторинного сайту зв'язування (Tyr20-Phe52, і 

Arg254) [192-194]. 

 

 A 

 

 Б 

Рис. 3.10. Оцінка значень RMSF за результатами молекулярної 

динаміки PTP1B у комплексі зі сполуками 3.4 (A) та 3.7 (Б). 
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Амінокислотні залишки 

▬ - Вільний фермент 

▬ - РТР1В + конус 

▬ - РТР1В + частковий конус 

▬ - РТР1В + 1,2-альтернат 

▬ - РТР1В + 1,3-альтернат 

▬ - Вільний фермент 

▬ - РТР1В + конус 

▬ - РТР1В + частковий конус 

▬ - РТР1В + 1,2-альтернат 

▬ - РТР1В + 1,3-альтернат 
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Рис. 3.11. Значення RMSF за результатами молекулярної динаміки для 

PTP1B у комплексі зі сполукою 3.7 в конформації 1,2-альтернат. 

 

Було виявлено (рис. 3.10, А), що у порівнянні з вільним ферментом 

залишки амінокислот у комплексі з інгібітором 3.4 мають вищу рухливість в 

області активного центру з незначними відмінностями для всіх чотирьох 

конформацій сполуки. Найнижча рухливість при цьому спостерігалася у 

випадку конформації конус. Для амінокислотних залишків, що знаходяться 

на ділянці вторинного сайту зв'язування та субстрат-розпізнавальної петлі, 

вона становила 1,4-1,7 Å порівняно з 1,4-1,6 Å для вільного ферменту. Що 

стосується залишків у комплексі фермент-інгібітор (зі сполукою 3.7), то 

найнижча рухливість спостерігалася для конформації 1,2-альтернат (рис. 

3.10, Б). Більшість залишків активного центру ферменту у комплексі зі 

сполукою 3.7 мали значення RMSF менше 1,4 Å порівняно з вільним білком 

(рис. 3.11). Так, рухливість P-петлі становила в середньому 1,1 Å порівняно з 

1,3 Å для вільного ферменту. Флуктуації WPD-петлі дорівнювали в 

середньому 1,6 Å порівняно з 1,7-1,8 Å для вільного ензиму. Для субстрат-  

розпізнавальної петлі коливання досягали 1,15 Å порівняно з 1,4-1,6 Å для 

вільного білка. Для ключових амінокислот вторинного центру зв'язування 
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(Arg24 і Arg254) рухливість становила в середньому 1,11 Å для 

амінокислотного залишку Arg24 і 0,9 Å для Arg254 в комплексі з інгібітором 

та 1,4 Å та 1,31 Å, відповідно, для вільного ферменту. Ці дані вказують на те, 

що зв'язування сполуки 3.7 знижує гнучкість амінокислотних залишків 

активного центру, тим самим сприяючи утворенню стабільнішого комплексу. 

Найбільшу кількість міжмолекулярних водневих взаємодій показано на 

профілях водневих зв'язків, де відображено їх можливу кількість (рис. 3.12). 

Як видно, сполука 3.4 утворює 6–7 водневих зв'язків, що менше у порівнянні 

зі сполукою 3.7, де можна було спостерігати 3-4 водневих зв’язки впродовж 

розрахунків методом МД. 

  

                                      A                                                          Б 

Рис. 3.12. Загальна кількість міжмолекулярних водневих взаємодій, що 

спостерігаються під час МД між PTP1B та сполукою 3.4 (А), і сполукою 3.7 

(Б). Накладено всі чотири конформації похідних сульфонілкалікс[4]арену. 

 

Для оцінки кінцевої вільної енергії зв'язування подальший аналіз 

розташування ліганду після 1 нс симуляції молекулярної динаміки 

супроводжувався рескорінгом в Autodock VINA. Результати показали, що 

конформація конус є найбільш енергетично вигідною у випадку похідної 

сульфонілкалікс[4]арену 3.4 і 1,2-альтернат для сполуки 3.7 (таблиця 3.7). 

Характеристика найважливіших зв’язків наведена в табл 3.8. 
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Таблиця 3.7 

Вільні енергії зв'язування похідних сульфонілкалікс[4]арену  

в активному центрі PTP1B з відкритою WPD-петлею (PDB код 1NL9) 

Конформація Сполука 3.4 Cполука 3.7 

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 

Таблиця 3.8 

Характеристика водневих зв’язків в моделі ензим-інгібіторного комплексу 

PTP1B зі сполукою 3.7 

Донор (D) 

протону 

Акцептор (A) 

протону 

Довжина 

зв’язку, Å 

Кут D···H···A, 

град 

Arg24 Ліганд 3,09 112,8 

Lys116 Ліганд 1,64 157,4 

Gly183 Ліганд 3,00 129,8 

Gly183 Ліганд 2,45 127,5 

Arg 221 Ліганд 3,22 133,3 

Gln262 Ліганд 2,71 117,1 

Thr263 Ліганд 3,70 90,1 

Gln266 Ліганд 2,21 134,1 

 

Аналіз комплексу PTP1B зі сполукою 3.7 (рис. 3.13) показав, що 

інгібітор може брати участь у π-катіонній взаємодії з Phe182 WPD-петлі. 

Водневі зв'язки спостерігалися між SO2-групами сульфонілкалікс[4]арену та 

амінокислотами Lys116, Gly183, Arg221, Gln266 і Gln262. Одна ОН-група на 

нижньому ободі сульфонілкалікс[4]аренового каркасу утворювала водневі 

зв'язки з Thr263. Кілька водневих зв'язків, утворених за участю бічних 

алкільних груп ліганду, спостерігалися між CF3 і CO-групами 
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трифторацетильного алкільного фрагменту та амінокислотами Arg24, Arg221. 

Помітно, що два трифтороацетильних фрагменти спрямовані в область 

активного центру протеїнтирозинфосфатази 1B. Таким чином, похідна 

сульфонілкалікс[4]арену 3.7, що містить незаряджені алкільні фрагменти,  

має подібний до субстрату спосіб облаштування, з окупацією ділянки 

навколо Cys215, що запобігає процесу гідролізу. 

 

Рис. 3.13. Можливий спосіб зв'язування сполуки 3.7 в області 

активного центру PTP1B. 

 

Отримані результати показали, що перехід від полярних іоногенних до 

неіоногенних замісників на верхньому ободі сульфонілкалікс[4]арену може 

покращити ефективність інгібування протеїнтирозинфосфатаз і, зокрема, 

відкриває можливість пошуку і розробки селективних інгібіторів РТР1В у 

порівнянні з іншими протеїнтирозинфосфатазами - ТС-РТР, SHP2, MEG1, 

MEG2 та PTPβ. Відповідно до результатів кінетичних досліджень і 

комп’ютерних розрахунків, інгібування відбувається за конкурентним 

механізмом з подібним до субстрату способом зв’язування інгібітора в 

області активного центру ферменту. При цьому найбільш енергетично 

вигідними конформаціями похідних сульфонілкалікс[4]арену для утворення 

комплексу є конус та 1,2-альтернат.  
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РОЗДІЛ 4 

ФОСФІНОВІ КИСЛОТИ НА ПЛАТФОРМІ КАЛІКС[4]АРЕНІВ 

ЯК ІНГІБІТОРИ ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗ 

 

Серед похідних як фосфонових, так і фосфінових кислот є ряд сполук, 

що представляють інтерес для вивчення і можливого застосування для 

лікування низки захворювань [195]. Зокрема, фосфінові кислоти на основі 

дипептидних і трипептидних структур [196], макроциклічні псевдопептиди 

[197], а також фосфінати непептидної природи [198] демонструють 

ефективний інгібувальний потенціал щодо матриксних металопротеїназ 

[199], амінопептидаз [200], ВІЛ-протеази [201], β-секретази [202], 

ацетилхолінестерази [203] тощо. У той же час біологічна дія фосфонових 

кислот, які можна вважати структурними аналогами фосфінових кислот, 

часто пов'язана з інгібуванням фосфатаз [204]. Багато потужних інгібіторів 

фосфатаз містить біоізостерні залишки фосфонових кислот, які при 

фізіологічних значеннях рН можуть бути в моно- або діаніонних формах. Для 

поліпшення проникності і біодоступності інгібіторів було запропоновано 

більш гідрофобні і менш заряджені фосфонатні міметики, такі як естери 

фосфонової кислоти, аміди тощо [205]. Зосередивши увагу на зменшенні 

заряду та підвищенні гідрофобного характеру макроциклічних інгібіторів, ми 

вирішили дослідити нові сполуки з залишками фосфінової кислоти, що 

закріплені на верхньому ободі платформи замість фрагментів фосфонової 

кислоти. Ця ідея мала обгрунтування і була оригінальною в частині 

моделювання і вивчення біоактивності калікс[4]аренфосфінових кислот. Наш 

підхід включав дослідження однаково функціоналізованих сполук, які 

відрізнялися лише структурою макроциклічного скафолду. З цією метою 

тетракіс-заміщені похідні калікс[4]арену, тіакалікс[4]арену і 

сульфонілкалікс[4]арену із залишками метил(феніл)фосфінових кислот 

(сполуки 4.1, 4.2 і 4.3, відповідно, рис. 4.1) було оцінено як сполуки, що 

можуть виявляти інгібувальні властивості щодо PTPаз.  
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                      4.1                                       4.2                                     4.3 

Рис. 4.1. Структури фосфінових кислот на платформі калікс[4]арену, 

тіакалікс[4]арену і сульфонілкалікс[4]арену. 

Було встановлено, що похідні метил(феніл)фосфінової кислоти є 

ефективними інгібіторами PTP1B, що діють в інтервалі від мікромолярного 

до наномолярного діапазону концентрацій, залежно від типу скафолду (табл. 

4.1). Тоді як калікс[4]аренфосфінова кислота 4.1 виявляла мікромолярну 

активність щодо PTP1B, сполука 4.2 на платформі тіакалікс[4]арену була 

приблизно в 5 разів активнішою (значення IC50 0,46 мкМ), але її активність 

була нижчою, ніж у похідної сульфонілкалікс[4]арену 4.3 зі значенням IC50 

0,079 мкМ (табл. 4.1). Інгібувальна здатність калікс[4]аренфосфінової 

кислоти 4.1 відносно PTP1B, MEG2 та SHP2 була практично однаковою, 

проте гірший вплив спостерігався у разі MEG1 і високогомологічної 

фосфатази TC-PTP. Поряд з цим, інгібітор 4.2 на платформі тіакалікс[4]арену 

виявляв 10-18-кратну селективність по відношенню до інших PTPаз. 

Подальша заміна тіакалікс[4]аренового скафолду на 

сульфонілкалікс[4]ареновий приводила до зниження селективності (рис. 4.2). 

Порівняння впливу на PTP1B тіакалікс[4]арену, що містить 

метил(феніл)фосфіновий залишок (сполука 4.2) і раніше досліджених 

тіакалікс[4]аренів з фрагментами фосфонатних моноестерів або 

метилфосфонової кислоти [11] свідчить про те, що наявність менш 
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заряджених замісників на верхньому ободі макроциклічної платформи 

приводить до зростання селективності інгібувальної дії.  

 

А 

 

Б 

Рис. 4.2. Селективність дії сполуки 4.2 (А) та 4.3 (Б) на активність 

РТР1В у порівнянні з іншими протеїнтирозинфосфатазами. 

 

Так, тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонова кислота, яка 

пригнічувала активність PTP1B зі значенням IC50 близько 0,17 мкМ, не 

показала селективності по відношенню до TC-PTP [11]. У той же час, для 

сполуки, що містить моноестерні залишки, спостерігався хороший 

інгібувальний профіль з приблизно 15-кратною селективністю у порівнянні з 

TC-PTP, так само як і  у випадку фосфінової кислоти 4.2. 
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Таблиця 4.1 

Інгібування протеїнтирозинфосфатаз людини тетракіс-заміщеними 

похідними фосфінових кислот зі скафолдом калікс[4]арену (4.1), 

тіакалікс[4]арену (4.2) та сульфонілкалікс[4]арену (4.3)  

Фермент IC50, мкМ 

4.1 4.2 4.3 

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 

Інгібування PTP1B похідними фосфінової кислоти на платформі 

тіакалікс[4]арену 4.2 і сульфонілкалікс[4]арену 4.3 за умов експерименту 

характеризувалося кінетикою повільного облаштування (рис. 4.3), що також 

спостерігалася раніше у випадку фосфонатних похідних калікс[4]аренів [76]. 

 

Рис.4.3. Кінетичні криві інгібування реакції гідролізу pNPP, що її 

каталізує PTP1B, за наявності інгібітора 4.2 (0, 0,1 мкМ, 0,6 мкМ, 0,9 мкМ, 2 

мкМ, 3 мкМ, 4 мкМ). 

Графіки інгібування активності PTP1B в координатах Лайнуівера-Берка 

показали, що механізми інгібування PTP1B макроциклами 4.2 і 4.3 
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відповідають конкурентному типу (рис. 4.4 та 4.4). В обох випадках інгібітор 

конкурує з субстратом за місце зв'язування в активному центрі ферменту. 

Значення констант інгібування для сполук 4.2 та 4.3 становили 0,14 мкМ та 

0,032 мкМ, відповідно. 

 

Рис. 4.4. Інгібування РТР1В фосфіновою кислотою на платформі 

тіакалікс[4]арену 4.2 в координатах Лайнуівера-Берка. Концентрація 

інгібітора складала 0,5 мкМ. 

 

Рис. 4.5. Інгібування РТР1В фосфіновою кислотою на платформі 

сульфонілкалікс[4]арену 4.3 в координатах Лайнуівера-Берка. Концентрація 

інгібітора складала 0,1 мкМ. 
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З метою аналізу можливого способу зв’язування було проведено  

комп'ютерне моделювання за допомогою програмного забезпечення 

AutoDock 4.2. Відповідно до підходу, що згадувався у попередніх розділах, 

для розрахунків було відібрано кристалічні структури РТР1В з відкритою 

WPD-петлею (PDB-коди 1NL9 і 1PH0) та закритою WPD-петлею (PDB-коди 

2CNF, 1Q6M і 2CM8), а також використано чотири можливі конформації 

калікс[4]аренів [190,191], серед яких найнижчі значення енергії були 

отримані для конус-конформерів. Комп'ютерні моделі показали, що PTP1B з 

відкритою конформацією WPD-петлі була більш доступна і мала переваги 

при зв'язуванні інгібітора в активному центрі ферменту (табл. 4.2). 

Розраховані вільні енергії комплексоутворення знаходилися в межах від -7,04 

ккал/моль до -9,87 ккал/моль (PDB-коди 1NL9, 1PH0, 2CM8, 2CNF) і 

корелювали з інгібувальними ефектами сполук 4.1-4.3. 

Таблиця 4.2  

Енергії зв'язування інгібіторів на платформі калікс[4]арену (4.1), 

тіакалікс[4]арену (4.2) та сульфонілкалікс[4]арену (4.3) в області активного 

центру PTP1B 

Інгібітор 

∆G (ккал/моль)  

Відкрита WPD-петля Закрита WPD-петля 

1NL9 1PH0 1Q6M 2CM8 2CNF 

4.1 -7.67 -7.64 -8.6 -7.04 -7.38 

4.2 -9.11 -7.6 -8.33 -8.7 -8.81 

4.3 -9.87 -9.52 -8.12 -8.94 -9.27 

Результати моделювання показали, що інгібітори 4.1-4.3 можуть 

займати подібні позиції в області активного центру (рис. 4.6), демонструючи 

утворення багатьох водневих зв'язків між атомом кисню одного з 

метил(феніл)фосфінового фрагментів того чи іншого калікс[4]арену і сайтом 

A, що містить P-петлю PTP1B, (залишки Arg221, Gly220, Ile219, Gly218, 

Ala217 і Cys215). Характеристика найважливіших зв’язків наведена в табл. 

4.3. 
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Рис. 4.6. Активний сайт PTP1B з накладеними молекулами  інгібіторів: 

сульфонілкалікс[4]аренфосфінова кислота 4.3 (синій), тіакалікс[4]арен 

фосфінова кислота 4.2 (жовтий) і калікс[4]аренфосфінова кислота 4.1 

(червоний). 

У випадку сульфонілкалікс[4]арену 4.3 (рис. 4.7 А) 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 з сульфонільних груп утворює водневий 

зв'язок з Lys116 D-сайту (на межі А та D сайтів), яка також забезпечує π-

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

випадку тіакалікс[4]арену 4.2 (рис. 4.7 Б) додаткові водневі зв'язки 

спостерігаються між іншою фосфіновою групою та залишками Thr263 і 

Gln262. Гідроксильні групи на нижньому ободі макроциклу 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 фенільних 

груп двох фрагментів фосфінової кислоти з Asp265, Gly259, Thr263 (сполука 

4.3) і Asp48, Asp 265 (сполука 4.2). Гідрофобні взаємодії спостерігаються з 
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Met258, Val49, Ala264, Val184 (сполука 4.3) і Val49, Val184, Trp179 (сполука 

4.2). 

Таблиця 4.3 

Характеристика водневих зв’язків в моделях ензим-інгібіторних комплексів 

PTP1B зі сполукою 4.3 (А) та 4.2 (Б) 

Донор (D) 

зв’язку 

Акцептор (A) 

зв’язку 

Довжина 

зв’язку, Å 

Кут D···H···A, 

град 

Модель А 

Ліганд Asp48 1,90 157,5 

Lys116 Ліганд 2,27 137,5 

Ліганд Gly183 2,00 142,3 

Ala217 Ліганд 3,04 140,3 

Gly218 Ліганд 3,15 115,8 

Ile219 Ліганд 2,37 160,4 

Gly220 Ліганд 1,73 150,6 

Arg221 Ліганд 1,97 163,2 

Glu266 Ліганд 2,44 144,7 

Модель Б 

Lys116 Ліганд 1,97 106,6 

Lys120 Ліганд 2,43 146,3 

Ala217 Ліганд 2,71 136,5 

Gly218 Ліганд 2,76 115,6 

Ile219 Ліганд 2,21 167,6 

Gly220 Ліганд 1,94 163,1 

Arg221 Ліганд 1,87 177,2 

Ліганд  Gln262 1,90 125,9 

Ліганд  Gln262 2,00 130,2 

Ліганд  Thr263 2,16 141,8 
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А 

 

Б 

Рис. 4.5. Можливі способи зв'язування сульфонілкалікс[4]арен- 

фосфінової кислоти 4.3 (А) та тіакалікс[4]аренфосфінової кислоти 4.2 (Б) в 

області активного центру PTP1B. 
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Таким чином, сильнодіючі та селективні інгібітори РТРаз можуть бути 

сконструйовані за допомогою комбінації каліксаренового скафолду та 

залишків фосфінових кислот. Серед вивчених сполук тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метил(феніл)фосфінова кислота є потужним інгібітором PTP1B зі 

значенням IC50 в субмікромолярному діапазоні, демонстручи селективність 

по відношенню до TC-PTP, MEG1, MEG2 і SHP2. Відповідна похідна 

сульфонілкалікс[4]арену виявилась найбільш ефективною з константою 

інгібування 32 нМ, при цьому спостерігалося зниження селективності дії 

інгібітора. Кінетика ферментативних перетворень за наявності 

каліксаренфосфінових кислот узгоджується з конкурентним типом 

інгібування. Комп’ютерне моделювання вказує на те, що макроциклічні 

інгібітори можуть займати подібне положенняя в області активного центру 

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

амінокислотними залишками ферменту на межі A-C або A-D сайтів. 
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РОЗДІЛ 5 

СУЛЬФОНІЛКАЛІКС[4]АРЕН ЯК МОЛЕКУЛЯРНА ПЛАТФОРМА  

ДЛЯ КОНСТРУЮВАННЯ ІНГІБІТОРІВ 

НУКЛЕОТИДПІРОФОСФАТАЗИ/ФОСФОДІЕСТЕРАЗИ 1 

 

Нуклеотидпірофосфатаза/фосфодіестераза 1 розглядається як 

потенційна терапевтична мішень, однак, літературні дані про інгібування 

цього ферменту не є надто чисельними. Враховуючи той факт, що NPP1 

належить до надродини лужних фосфатаз і існує певна подібність у структурі 

активних центрів цих ферментів [49], ми припустили, що стратегія 

інгібування фосфатаз похідними  калікс[4]аренів [206-208] може бути 

використана для пошуку інгібіторів NPP1. Таким чином, наше дослідження 

було спрямовано на вивчення похідних сульфонілкалікс[4]арену і їх впливу 

на активність NPP1. 

Попередні дослідження похідних фосфонової кислоти на платформі 

калікс[4]арену та тіакалікс[4]арену показали, що такі макроциклічні сполуки 

можуть інгібувати NPP1 і лужні фосфатази з мукози кишок бика та з 

плаценти людини, причому значення ІС50 були в мікромолярному діапазоні 

як у випадку NPP1, так і у випадку лужних фосфатаз [209]. У цій роботі 

похідні сульфонілкалікс[4]арену розглядалися як нові потенційні ліганди 

NPP1, що можуть забезпечити відмінності у механізмах зв’язування 

активною поверхнею NPP1 і лужних фосфатаз.  

Результати кінетичних дослідів, проведених з метою попередньої 

оцінки, показали, що фосфонова кислота на платформі 

сульфонілкалікс[4]арену (сполука 3.4) виявляє інгібувальну активність тільки 

відносно NPP1 і не впливає на активність лужної фосфатази з кишок бика та 

з плаценти людини (табл. 5.1). Це свідчить про те, що селективність 

інгібування NPP1 похідною сульфонілкалікс[4]арену дійсно може бути 

обумовлена особливостями макроциклічного каркасу, модифікованого 

сульфонільними групами. 
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Таблиця 5.1 

Інгібувальний вплив (IC50, мкМ) похідних сульфонілкалікс[4]арену  

3.3-3.7 на активність NPP1 і лужних фосфатаз 

Інгібітор NPP1 

Лужна фосфатаза зі 

слизової оболонки 

кишок бика 

Лужна фосфатаза з 

плаценти людини 

3.4 0.44±0.08 н.а* н.а 

3.3 2.3±0.03 >50 н.а 

3.6 8.4±1.8 н.а н.а 

3.7 0.2±0.07 н.а н.а 

* не активна при концентрації 20 мкM.  

Відповідно до серії залежностей в координатах Лайнуівера-Берка вплив 

сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти 3.4 на активність 

NPP1 з отрути змії узгоджується з інгібуванням конкурентного типу зі 

значенням Ki 0,39 мкМ (рис. 5.1). 

 

Рис. 5.1. Інгібування NPP1 сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-

метилфосфоновою кислотою 3.4 в координатах Лайнуівера-Берка. 

Концентрації інгібітора: 0 (○), 0,3 мкМ (■), 0,45 мкМ (∆), 0,6 мкМ (●), 0,75 

мкМ (◊). 
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Цей тип інгібування вказує на те, що макроциклічний інгібітор 

зв'язується в активному центрі ферменту, конкуруючи при цьому за місце 

зв'язування з субстратом. 

Наступний етап досліджень потенційних інгібіторів NPP1 полягав у 

з’ясуванні активності сульфонілкалікс[4]арену 3.3 та його похідних 3.6 і 3.7 з 

неіоногенними замісниками на верхньому ободі. Серед них тетракіс-трет-

бутилсульфонілкалікс[4]арен 3.6 показав найнижчий ефект інгібування, тоді 

як тетракіс-3-фторометилацетамідна похідна сульфонілкалікс[4]арену 3.7 

мала значення IC50 0,2 мкМ зі значною селективністю по відношенню до 

лужних фосфатаз з кишок бика і плаценти людини (табл.5.1). 

Інгібувальний потенціал деяких макроциклів як інгібіторів NPP1 було 

оцінено в модельній системі, що вміщувала сиворотку крові людини. 

Фосфодіестеразну активність сироватки крові в присутності фосфонових 

кислот на платформі калікс[4]арену, тіакалікс[4]арену та 

сульфонілкалікс[4]арену 3.4, а також сполук 3.3, 3.6 та 3.7 контролювали, 

використовуючи п-нітрофеніловий естер тимідин-5-монофосфату як 

субстрат. Результати показали, що сульфонілкалікс[4]арен-тетракіс-

метилфосфонова кислота 3.4 виявляє інгібувальну дію на фосфодіестеразну 

активність сироватки крові людини, перешкоджаючи гідролізу субстрату. У 

той же час калікс[4]арен- та тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонові 

кислоти не впливали на перебіг реакції [209]. Сполуки 3.3, 3.6 та 3.7 також не 

виявляли суттєвих ефектів (рис. 5.2), що вочевидь обумовлено відсутністю 

негативно заряджених фосфонатних фрагментів на верхньому вінці 

макроциклічної платформи.  
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Рис. 5.2. Фосфодіестеразна активність сироватки крові людини за 

наявності сполук 3.4 (○), 3.3 (∆) і 3.7 (□). 

 

Щоб отримати уявлення про можливий механізм зв'язування сполуки 

3.4, було проведено молекулярний докінг з використанням гомологічної 

моделі людської NPP1 на основі рентгенівської структури її мишачого 

ортолога. Для порівняння чотири конформери калікс[4]аренового скелету для 

фосфонових кислот на платформі калікс[4]арену, тіакалікс[4]арену та 

сульфонілкалікс[4]арену 3.4  були задоковані до гомологічної моделі 

людської NPP1 з використанням Autodock 4.2. Результати докінгу свідчать 

про те, що найбільш сприятливими для зв'язування у випадку калікс[4]арену 

є конформація 1,3-альтернат, конформація частковий конус для похідної 

тіакалікс[4]арену і конформації як частковий конус, так і 1,3-альтернат для 

похідної сульфонілкалікс[4]арену 3.4 (табл. 5.2). 

Таблиця 5.2 

Енергії зв'язування конформерів фосфонових кислот на платформі 

калікс[4]арену, тіакалікс[4]арену та сульфонілкалікс[4]арену  

в активному центрі гомологічної моделі людської NPP1 

Конформація 
∆G (ккал/моль)  

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

конус -6.53 -7.25 -9.73 

частковий  конус -6.66 -9.86 -10.27 

1,2-альтернат -6.18 -8.9 -8.71 

1,3-альтернат -8.38 -8.48 -10.29 
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Подальше вивчення результатів докінгу показало, що всі три сполуки 

орієнтовані на два іони цинку в активному центрі ферменту. Відмінності в 

інгібувальній здатності (рис. 5.3) можна пояснити утворенням водневих 

зв'язків між SO2-групами сульфонілкалікс[4]аренового скафолду сполуки 3.4 

і амінокислотними залишками в каталітичному центрі NPP1 (рис. 5.3). Одна з 

SO2-груп в молекулі сульфонілкалікс[4]арену утворює водневі зв'язки з 

амінокислотними залишками His535, His380, Thr256, Asn277, розташованими 

поблизу іонів металів. Інші SO2-групи утворюють Н-зв'язки з Ser377, Lys291 і 

Tyr451. OH-група на нижньому вінці макроциклу забезпечує водневий 

зв'язок з Lys528. Групи фосфонової кислоти взаємодіють з His535, Gln519, 

Leu290, Lys291, Lys291 і Ser377. Кисень фосфонатної групи інгібітора і два 

ароматичні кільця сульфонілкалікс[4]ареневої платформи беруть участь у 

взаємодії з His535, Tyr340 і Lys528, відповідно. 

    

A                                                                            Б 

Рис. 5.3. Можливий спосіб зв'язування сполуки 3.4  в активному центрі 

гомологічної моделі людської NPP1: загальний вигляд (А) і амінокислоти, що 

беруть участь у формуванні комплексу (Б). 

 Таким чином, отримані результати закладають підґрунтя для пошуку 

нових інгібіторів NPP1. Серед функціоналізованих сульфонілкалікс[4]аренів 

знайдено ефективні інгібітори, які здатні селективно по відношенню до 

лужних фосфатаз інгібувати активність NPP1 і нуклеотидпірофосфатазну/ 

фосфодіестеразну активність сироватки крові людини. 
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РОЗДІЛ 6 

ВЗАЄМОДІЯ ПОХІДНИХ СУЛЬФОНІЛКАЛІКС[4]АРЕНУ  

З ЛЮДСЬКИМ СИРОВАТКОВИМ АЛЬБУМІНОМ 

 

Потенціал макроциклічних сполук як біоактивних молекул для  пошуку 

і створення лікарських препаратів швидко зростає. Значна частка у розвитку 

цього напрямку належить біологічно активним сполукам природного 

походження [210]. Слід зазначити, що макроциклічні сполуки можуть 

виходити за рамки правил драг-дизайну і бути достатньо привабливими для 

фармацевтичної та медичної галузей хімії як противірусні, антибактеріальні, 

протигрибкові та протиракові агенти [211].  

Калікс[4]арени являють собою одну з таких категорій сполук з 

різноманітною біологічною активністю. Проте серед усіх калікс[4]аренів 

найбільше вивченими є похідні на «метиленовому» каркасі. Також було 

вивчено значну кількість біологічно активних сполук на основі 

тіакалікс[4]арену, де чотири метиленові містки калікс[4]арену замінено на 

чотири атоми сірки. Ця платформа у порівнянні з класичними 

калікс[4]аренами здатна утворювати міцніші комплекси, в основному з 

іонами перехідних металів. Крім того, похідні тіакалікс[4]арену можуть 

взаємодіяти з біологічно важливими молекулами, такими як гормони, 

пептиди, стероїди і нуклеїнові кислоти [212]. Новий тип платформи, на якому 

була зосереджена наша увага останнім часом, може бути отриманий 

окисненням сульфідних містків з утворенням сульфоксидів або сульфонів, 

які також показали здатність до комплексоутворення по відношенню до іонів 

металів [213]. Очевидно, що використання різних зазначених вище платформ 

відбивається на біологічних властивостях цих сполук та їх похідних.  Отже, 

важливим є дослідження відмінностей цих скафолдів.  

Взаємодії між лікарськими засобами або іншими біоактивними 

сполуками та білками плазми крові людини є предметом досліджень в 

біоорганічній хімії. Людський сироватковий альбумін є одним з найбільш 
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поширених білків у плазмі крові людини і виконує низку функцій. Завдяки 

наявності здатних до модифікації деяких залишків амінокислот, альбумін 

виявляє псевдоферментативну активність [214]. Високий вміст альбуміну у 

плазмі крові обумовлює підтримку осмотичного тиску та білкового резерву 

організму. Однак, головною функцією, яку виконує альбумін, є транспорт 

наявних в кровоносному та лімфатичному руслі сполук екзогенної і 

ендогенної природи [215], в тому числі лікарських засобів [216]. Як 

виявляється, сильна чи слабка асоціація сполук з альбуміном має ряд 

недоліків. Так, сполуки зі слабкою спорідненістю гірше транспортуються до 

мішені та швидше зазнають метаболітичних перетворень, що обумовлює 

низький терапевтичний ефект лікарських засобів. З іншого боку, міцно 

зв’язані лікарські засоби не досягають мішені, оскільки, перебуваючи в 

комплексі, не можуть перетнути фосфоліпідні мембрани капілярів, нефронів, 

чи гемато-енцефалічний бар’єр [217]. Тому вивчення комплексоутворення з 

альбуміном є важливим дослідженням при розробці потенційних лікарських 

препаратів. 

Людський сироватковий альбумін (HSA) є глобулярним протеїном 

масою 67 кДа, що складається з 585 амінокислотних залишків, організованих 

в три гомологічні домени (DI, DII і DIII), кожен з яких містить по два 

субдомени (А та В). На поверхні альбуміну виділяють щонайменше сім 

центрів зв’язування жирних кислот та лікарських сполук [218], хоча 

припускають, що їх може бути і більше.  

Деякі системи in vitro для моделювання біоактивності органічних 

сполук, такі як гасіння флуоресценції та їх вплив на перебіг 

псевдоферментативних реакцій, дають змогу з’ясувати, чи взаємодіє HSA з 

потенційним лігандом. Гасіння флуоресценції базується на явищі 

вивільнення енергії у вигляді фотонів при поверненні електронів зі 

збудженого до основного стану. В білкових молекулах здатність до 

флуоресценції виявляють ароматичні залишки фенілаланіну, тирозину та 

триптофану, які є природними флуорофорами. Серед них найкращу здатність 
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до збудження та випромінювання має індольна група залишку триптофану 

[219]. Людський сироватковий альбумін містить флуоресцентний залишок 

Trp214, який дозволяє детектувати комплексоутворення.  

У цьому розділі приведено результати порівняльного вивчення 

комплексоутворення людського сироваткового альбуміну з калікс[4]ареном 

(3.1), тіакалікс[4]ареном (3.2) і сульфонілкалікс[4]ареном (3.3) як скафолдів 

(рис. 3.1), а також зв’язування альбуміном фосфонових кислот 3.4, 6.1 та їх 

естерів 3.5, 6.2, 6.3 (рис. 3.5 та 6.1), що характеризуються більшою 

гідрофобністю.  

 
Ефект гасіння флуоресценції, як відомо, може відбуватися за двома 

основними механізми [219], динамічним та статичним. Перший з них 

відбувається внаслідок дифундивних зіткнень між гасником і флуорофором 

впродовж короткого часу його існування в збудженому стані. Гасіння також 

може відбуватися внаслідок утворення нефлуоресцентного комплексу між 

флуорофором і гасником. В такому разі цей комплекс поглинає світло, і 

флуорофор негайно повертається до основного стану без випромінювання. В 

 

6.1- 6.3 

Рис. 6.1. Похідні калікс[4]аренів, що були додатково досліджені як 

ліганди при комплексоутворенні з людським сироватковим альбуміном.      

Х = СН2, R=H (6.1); Х = СН2, R=Et (6.2); Х = S, R=Et (6.3). 
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деяких випадках, коли молекула гасника володіє значним поглинанням світла 

при довжини хвилі збудження або випромінювання самого білка, причиною 

гасіння флуоресценції, що спостерігається, може бути ефект внутрішнього 

фільтру [219]. Тому, щоб його уникнути, в наших експериментах 

використовувались концентрації лігандів в такому діапазоні, щоб 

інтенсивність поглинання була меншою значення 0,05 при довжині хвилі 

збудження і випромінювання. 

Як видно з рис. 6.2, інтенсивність випромінювання білка зменшується 

зі збільшенням концентрації незаміщених калікс[4]аренів 3.1-3.3. Подібні 

ефекти спостерігалися також у випадку фосфонових кислот 6.1, 3.4 та їх 

етилових естерів 6.2, 6.3 та 3.5. 

   

Рис. 6.2. Спектри флуоресцентного випромінювання HSA при різних 

концентраціях калікс[4]аренів 3.1 (А), 3.2 (Б) та 3.3 (В). 2 мкМ HSA. 

Концентрація сполук: 0 мкМ, 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 = 7,40, λex = 280 нм). 

Щоб з'ясувати, чи є гасіння флуоресценції статичним або динамічним, 

експерименти проводили при різній температурі. Оскільки при підвищенні 

температури зростає дифузія і молекули в розчині рухаються швидше, то при 

збільшенні температурного режиму флуоресценція знижується і зростає KSV, 

що свідчить про динамічний тип гасіння. Водночас, стабільність комплексу 

ліганду з флуорофором білка, якщо такий утворюється, зі зростанням 
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температури буде зменшуватись, внаслідок чого буде спостерігатися  

збільшення інтенсивності флуоресценції і зменшення значень константи 

Штерна-Вольмера , що в свою чергу свідчить про статичний тип гасіння 

[219].  

   

Рис. 6.3. Графік залежностей F0/F від [Q] при взаємодії HSA зі сполу-

ками 3.1 (а), 3.2 (б) та 3.3 (в) при температурі 298 К (♦), 308 К (□), 318 К (▲). 

Аналіз зміни інтенсивності флуоресценції проводили з графічної 

залежності F0/F від [Q] (рис. 6.3) за допомогою рівняння Штерна-Вольмера: 

F0 
= 1 + kqτ0 [Q] = 1 + KSV[Q] 

F 

де F0 і F – квантовий вихід (інтенсивність флуоресценції) за відсутності і 

наявності гасника відповідно. kq - бімолекулярна константа швидкості 

гасіння, τ0 - середній час життя флуорофора за умови відсутності гасника 

(~ 10
-8

 с), KSV - константа гасіння Штерна-Вольмера і [Q] - концентрація 

доданого ліганду. 

Отримані експериментальні результати підсумовано і представлено в 

таблиці 6.1. Видно, що константа гасіння KSV зростає у випадку 

сульфонілкалікс[4]арену 3.3 та його похідних 3.4 і 3.5. При цьому значення 

константи зменшується зі збільшенням температури для незаміщених 

тіакалікс[4]арену 3.2 і сульфонілкалікс[4]арену 3.3, а також для фосфонових 

кислот на платформі калікс[4]арену (сполука 6.1), тіакалікс[4]арену згідно 
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даних [11] та сульфонілкалікс[4]арену (сполука 3.4). Таке ж зменшення 

характерно і для  повних естерів фосфонових кислот на платформі 

калікс[4]арену(сполука 6.2)  та сульфонілкалікс[4]арену(сполука 3.5). Ці дані 

демонструють утворення комплексу між зазначеними вище лігандами і HSA.  

Таблиця 6.1  

Константи гасіння Штерна-Вольмера KSV для калікс[4]аренів 3.4-6.3 

Сполука ∆T (K) 
Ksv 

(×10
5
 L mol

-1
) 

R
2
 

 298 3,14 0,99 

3.1 308 3,55 0,99 

 318 4,32 0,98 

 298 2,26 0,98 

3.2 308 1,94 0,97 

 318 1,77 0,96 

 298 6,21 0,98 

3.3 308 5,84 0,98 

 318 5,61 0,99 

 298 0.21 0,98 

6.1 308 0.18 0,99 

 318 0.16 0,99 

 298 1.85 0,98 

3.4 308 1.37 0,98 

 318 1.10 0,97 

 298 0,33 0,97 

6.2 308 0,26 0,97 

 318 0,21 0,97 

 298 0,60 0,99 

6.3 308 0,61 0,99 

 318 0,66 0,99 

 298 5,31 0,96 

3.5 308 5,01 0,99 

 318 4,39 0,98 

У випадку калікс[4]арену 3.1 і тетраетилфосфонату на платформі 

тіакалікс[4]арену 6.3 константа Штерна-Вольмера дещо зростає зі 

збільшенням температури, що може відбуватися за рахунок динамічної 

взаємодії між лігандом і HSA. Однак бімолекулярна константа швидкості 

гасіння, що обчислюється, виходячи з константи Штерна-Вольмера kq = 

KSV/τ0 значно перевищує максимальне значення константи для динамічного 
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гасіння при зіткненні (2,0∙10
-10

 М
-1

 с
-1

) [220]. Це спостереження свідчить про 

те, що ефект гасіння білка за наявності як незаміщених, так і заміщених 

калікс[4]аренів обумовлено швидше утворенням комплексу, ніж  просто 

зіткненнями з флуорофором. Крім того, спектри поглинання HSA, отримані 

за наявності макроциклів 3.1-3.3 та без них, не виключають можливості 

утворення комплексів між білком та лігандами, що досліджувались (рис. 6.4). 

 

 

 

Рис. 6.4. Cпектри поглинання HSA за наявності калікс[4]аренів 1 (а) та 

2 (в) та 3 (с). ▬ HSA (2µM);  HSA + Ліганд;     Ліганд. Концентрації 

альбуміну і макроциклів  становлять 2µM в усіх трьох випадках. 
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Подальший аналіз рівноважного стану між вільними і зв'язаними 

молекулами з урахуванням кількості центрів зв’язування проводився за 

модифікованим рівнянням: 

log (F0-F/F) = logKb + n∙log[Q] 

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

відповідно. 

Згідно графіка залежності log (F0-F/F) від log[Q], кут нахилу отриманої 

прямої відповідає кількості центрів зв’язування, а точка перетину з віссю 

ординат вказує на логарифм константи зв’язування (Kb) (рис. 6.5).  

 

Рис. 6.5. Графік залежностей log(F0-F/F) від log[Q] для взаємодії HSA зі 

сполуками 3.1 (А), 3.2 (Б) та 3.3 (В) при температурі 298 К (♦), 308 К (□), 318 

К (▲). 

З результатів (табл. 6.2) видно, що константа зв'язування Kb 

збільшується з переходом від незаміщеного калікс[4]арену 3.1 до 

тіакалікс[4]арену 3.2 та сульфонілкалікс[4]арену 3.3. Драматична різниця при 

цьому характерна саме для сульфонілкалікс[4]арену. Подібний алгоритм 

спостерігається також і у випадку похідних фосфонових кислот на платформі 

калікс[4]аренів та їх етилових естерів, що вказує на можливе покращення 

біологічного транспорту при зв’язуванні альбуміном цих сполук у порівнянні 

з класичними калікс[4]аренами.  
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Таблиця 6.2 

Константи зв'язування Kb для калікс[4]аренів 3.4-6.3 при взаємодії з HSA.  

Т = 298 К 

Сполука 
Kb 

(×10
5
 Л моль

-1
) 

n R
2
 

3.1 0,78 0,9 0,99 

3.2 0,61 0,9 0,98 

3.3 27,3 1,2 0,99 

6.1 0,02 0,8 0,98 

3.4 0,90 0,9 0,98 

6.2 0,04 0,8 0,95 

6.3 2,61 1,1 0,99 

3.5 7,80 1,3 0,98 

Як вже згадувалося, людський сироватковий альбумін має три 

гомологічних домени (I-III), кожен з яких складається з двох субдоменів (A 

та B). Повідомлялося, що похідна калікс[4]арену із залишками сульфонової 

кислоти може зв'язуватися з білком у трьох різних місцях [221]. Однак точні 

сайти зв'язування ліганду не було встановлено.  

З метою з’ясування можливих сайтів зв’язування похідних 

калікс[4]арену (табл. 6.2) нами було проведено молекулярний докінг. Відомо 

більше ста кристалічних структур HSA, представлених в PDB-банку. Нами 

було використано дві кристалічні структури, які являють собою білок у 

нативній (вільній) (ID PDB: 2BXK) та зв'язаній (PDB ID: 2BXC) 

конформаціях. Було показано, що домени I та II подібні у випадку обох цих 

конформацій, тоді як домен III може мати певні відмінності, залежно від 

того, чи пребуває він в нативній, чи зв'язаній формі [222]. Ліганди були 

задоковані до семи можливих сайтів зв’язування [218] (рис. 6.6). Згідно 

результатів докінгу, сульфонілкалікс[4]арен має найбільшу спорідненість до 

HSA, що узгоджується з експериментальними даними. 
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Рис. 6.6. Розміщення сульфонілкалікс[4]арену на поверхні 

сироваткового альбуміну людини та можливий спосіб облаштування 

сульфонілкаліксарену 3 в області ІІВ сайту звязування. 

Як видно з таблиці 6.3, коли білок знаходиться в нативній конформації, 

сайти IIA (сайт зв'язування варфарину, або сайт Судлоу І) [223] і IV (сайт 

зв'язування гему) [224] є найбільш сприятливими для 

сульфонілкалікс[4]арену. Краще зв'язування з сайтом ІІА було відзначено і 

для калікс[4]аренів 1 та 2. 

Таблиця 6.3 

Розраховані енергії зв'язування калікс[4]аренів 1-3 з HSA в нативній (зверху) 

і зв'язаній (знизу) конформаціях 
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Коли ж HSA знаходиться в зв'язаній конформації, 

сульфонілкалікс[4]арен має кращу енергію зв'язування з сайтами  IIB і IIIA. 

Цікаво, що найбільш драматична різниця між двома конформаціями 

молекули білка була відзначена у випадку іншого домену HSA. Так, 

незаміщені калікс[4]арени демонстрували краще зв'язування з IIA сайтом і 

гіршу коплексоутворювальну здатність в сайті IIB, якщо білок був у нативній 

вільній конформації, і прямо протилежний результат, якщо конформація 

альбуміну відповідала його зв'язаній формі. Важливо відзначити кореляцію 

між експериментальними даними і результатами докінгу для сайту IIB в обох 

конформаціях HSA. Це може свідчити про те, що цей сайт є головним місцем 

зв'язування калікс[4]аренів 3.1-3.3. Аналіз результатів докінгу показав, що 

сульфонільні групи калікс[4]арену 3.3 утворюють водневі зв'язки з Arg209, 

Ala210 і Leu481 (рис. 6.6). Крім того, макроцикл бере участь у гідрофобних 

взаємодіях з Arg209, Ala210, Ala350, Lys351 і Val482. 

Для подальшого уточнення місця зв’язування макроциклів було 

експериментально вивчено інгібування естеразної активності 

калікс[4]аренами та їх вплив на перебіг так званої елімінування Кемпа, що її 

каталізує альбумін. 

Інгібування псевдоестеразної активності альбуміну. Як було показано 

на прикладі ацетилсаліцилової кислоти, естеразна активність людської 

плазми в основному обумовлена діяльністю HSA та бутирилхолінестерази 

[225]. Однак естеразна активність HSA є псевдоферментативною, оскільки її 
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наслідком є в більшості випадків необоротне ацетилювання HSA [225]. 

Повідомлялося, що при використанні п-нітрофенілацетату найпершим і 

найлегше ацетилюється Tyr411, який розміщується в субдомені IIIА в області 

другого сайту Судлоу [226], однак загалом саме залишки лізину є основними 

мішенями для ацетилювання [218,225]. При використанні як субстрату п-

нітрофенілацетату протікання цієї реакції детектується спектрофотометрично 

за утворенням продукту – п-нітрофенолу, що має абсорбцію при 410 нм.  

Псевдоестеразну активність HSA досліджували в присутності 

незаміщених калікс[4]аренів 3.1-3.3. Оскільки незаміщені калікс[4]арен 3.1 та 

тіакалікс[4]арен 3.2 малорозчинні у воді, достатньої концентрації вдалося 

досягти лише для сульфонілкалікс[4]арену 3.3, значення ІС50 якого становить 

67 мкМ. Проте, як видно з рис. 6.7, вплив усіх макроциклів на активність 

альбуміну є практично однаковий. Таким чином, це підтверджує можливість 

утворення комплеків калікс[4]аренів 3.1-3.3 та їх похідних з людським 

сироватковим альбуміном, причому ймовірно, що взаємодія відбувається в 

сайті Судлоу ІІ субдомену ІІІА альбуміну, де знаходиться залишок Tyr411, та 

сайті Судлоу І субдомену ІІА, в якому знаходиться залишок Lys119, який і 

забезпечує псевдоферментативні перетворення [225]. 

 

Рис. 6.7. Вплив калікс[4]аренів 3.1-3.3 на псевдоестеразну активність 

HSA. Позначення: калікс[4]арен (♦), тіакалікс[4]арен (■), 

сульфонілкалікс[4]арен (○). 

Інгібування модельної реакції елімінування Кемпа, яку каталізує HSA. 

Іншою ферментативною реакцією сироваткового альбуміну є так звана 
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реакція елімінування Кемпа, в основі якої лежить каталітичне перетворення 

5-нітробензізоксазолу до 2-гідрокси-5-нітробензонітрилу. Показано, що 

центр зв’язування цього субстрату знаходиться в субдомені IIА HSA, 

імовірно з залученням Lys199 як основи [227].  

 

Рис. 6.8. Вплив калікс[4]аренів 3.1-3.3 на реакцію елімінування Кемпа, 

що його каталізує HSA. Позначення: калікс[4]арен (♦), тіакалікс[4]арен (■), 

сульфонілкалікс[4]арен (○). 

Як видно з графіка (рис. 6.8), вплив незаміщених калікс[4]аренів 3.1-3.3 

дуже схожий на вплив цих сполук на псевдоестеразну активність HSA. 

Значення ІС50 становить 30 мкМ як для тіакалікс[4]арену 3.2, так і для 

сульфонілкалікс[4]арену 3.3. Це вказує на те, що ці сполуки можуть 

конкурувати з субстратом і здатні утворювати комплекси в області ІІА 

домену людського сироваткового альбуміну. 

Отже, експериментальні дані, а також комп’ютерне моделювання 

показали, що досліджені калікс[4]арени можуть взаємодіяти з людським 

сироватковим альбуміном і зв'язування значно зростає при переході від 

калікс[4]арену до сульфонілкалікс[4]арену. При цьому згідно результатів 

інгібування псевдоферментативної активності альбуміну, сайт Судлоу ІІ 

субдомену ІІІА альбуміну та сайт Судлоу І субдомену ІІА можуть бути 

найбільш сприятливим місцем для облаштування калікс[4]аренів 3.1-3.3. При 

цьому результати молекулярного докінгу також вказують на можливість 

облаштування молекули макроциклу 3.3 в області сайту ІІВ. 
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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 

що обгрунтовують використання сульфонілкалікс[4]арену як скафолду для 

конструювання інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз і нуклеотидпірофосфа-

тази/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 ободі 

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 сульфонілкалікс[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 
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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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