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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Відомо, що наявність значної кількості лікарських 

препаратів з огляду на ряд причин не зупиняє пошук нових ефективних і 

безпечних речовин для застосування в медицині. В процесі створення нових 

ліків синтезується значна кількість органічних сполук, що досліджуються в 

різних біологічних тестах in vitro та in vivo з метою визначення сполук-лідерів. 

Альтернативний шлях цілеспрямованого пошуку потенційно біоактивних 

структур та їх оптимізації до структурних прототипів можливих ліків включає 

застосування комп’ютерних методів. Однак, результативність комп’ютерних 

розрахунків біологічної активності нових сполук на основі їх хімічної 

структури, так само як і на основі структури хімічної сполуки і відповідної 

білкової мішені все ще залишається низькою. Тим не менше, завдяки 

накопиченню нових даних щодо просторової будови білків і їх комплексів з 

різними лігандами дослідження в цьому напрямі постійно розширюються.  

Останнім часом значну увагу в процесі дизайну біоактивних сполук 

привертають протеїнтирозинфосфатази як ензими, що контролюють стан 

фосфорильованості білків і тим самим регулюють сигнальні клітинні та 

метаболічні шляхи. Внутрішньоклітинна протеїнтирозинфосфатаза 1B (PTP1B) 

каталізує дефосфорилювання залишків фосфотирозину інсулінового і 

лептинового рецепторів і розглядається як негативний регулятор в процесах 

інсулінової і лептинової сигналізації. У цьому зв'язку PTP1B може бути однією 

із перспективних терапевтичних мішеней для органічних молекул в процесі 

лікування діабету другого типу та ожиріння. Крім того, інгібітори РТР1В 

розглядаються як можливі ліки від деяких ракових захворювань. Тому 

розроблення нових підходів до пошуку і комп'ютерного моделювання 

активності органічних сполук як інгібіторів РТР1В є актуальним завданням 

біоорганічної хімії. Застосування комп’ютерних розрахунків на основі 

узагальнення відомих експериментальних даних і вивчення зв'язку між 
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структурою та активністю надає можливість прогнозування властивостей нових 

інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз, а також з'ясування детальних механізмів 

інгібувальної здатності потенційно біоактивних сполук. 

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

виконувалась у відповідності з планами науково-дослідних робіт Інституту 

біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України (тема 2.1.10.13-10 "Пошук і 

модельні дослідження потенційно біоактивних сполук", № держреєстрації 

0110U000375; тема ЦНП 9.1-12 "Розвиток методів синтезу, дослідження 

властивостей та механізмів дії нових потенційно біоактивних сполук", № 

держреєстрації 012 U002657; тема 2/03-13 "Молекулярний дизайн, синтез і 

дослідження інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз як потенційних лікарських 

засобів проти цукрового діабету та інших захворювань", № держреєстрації 

0113U005097).  

 Метою дослідження було встановлення нових підходів до in silico 

дослідження малих органічних молекул як інгібіторів протеїнтирозинфосфатази 

1В. Для досягнення цієї мети необхідно було виконати наступні завдання. 

1. На основі аналізу структури комплексів PTP1B з відомими інгібіторами 

оцінити рухливість амінокислотних залишків активної поверхні ензиму і 

визначити основні репрезентативні конформації активного центру та основні 

конформації рухомої петлі 110-120 поза межами активного центру. 

2. Вивчити можливість комп'ютерного моделювання взаємодії лігандів з 

РТР1В на основі класифікації конформацій та нової модифікації програми для 

докінгу AutoDock 4.2, що орієнтована на прискорений скринінг органічних 

сполук. 

3. Побудувати нові QSAR моделі для прогнозування активності 

потенційних інгібіторів PTP1B.  

4. На основі поєднання молекулярного докінгу і QSAR моделювання 

провести пошук інгібіторів PTP1B з використанням значної кількості 

органічних сполук. 
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5. Створити нові оціночні функції для молекулярного докінгу на основі 

функцій AutoDock, AutoDock Vina і RF-score, що забезпечуватимуть кращу 

відповідність розрахунків з експериментальними результатами. 

Об’єкт дослідження – протеїнтирозинфосфатаза 1В та синтетичні 

інгібітори цього ензиму. 

Предмет дослідження – конформації активного центру РТР1В, комплекси 

РТР1В з інгібіторами, методологія молекулярного докінгу, зв'язок структура-

активність.  

Методи дослідження – теоретичні розрахунки, молекулярний докінг, 

QSAR. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше було проведено 

порівняння конформацій РТР1В згідно даних PDB-файлів для характеристики 

ліганд-зв’язувальних центрів (поділ на кластери) та рухливості залишків 

амінокислот. Сформовано кластери, що відрізняються за конформацією WPD-

петлі, а також Arg47, YRD-петлі, залишку Arg24 зі вторинного арилфосфатного 

зв’язувального центру та залишку Lys120 з рухливої петлі 110-121. Центроїди 

кластерів запропоновано як репрезентативні структури PTP1B для проведення 

розрахунків методом молекулярного докінгу та наступного аналізу одержаних 

результатів. Розроблено методологію молекулярного докінгу (модифікована 

версія AutoDock) для вивчення зв’язування лігандів у великих зв’язувальних 

порожнинах на поверхні ензиму та для швидшого і надійнішого віртуального 

скрінінгу. Побудовано три моделі QSAR для оцінювання активності інгібіторів 

PTP1B із залученням зібраної навчальної бази із більше ніж 2000 сполук. 

Вперше було розроблено нові оціночні функції для молекулярного докінгу, що 

базуються на відомих оціночних функціях програм AutoDock і AutoDock Vina, 

а також RF Score, які показали вищу ефективність для більшості комплексів 

PTP1B у порівнянні з вихідними функціями. За результатами тестових 

досліджень обґрунтовано застосування нових підходів для пошуку нових 

інгібіторів РТР1В.  
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Практичне значення одержаних результатів. На основі запропонованих 

підходів було створено нове програмне забезпечення для встановлення 

репрезентативних конформацій ензиму, прийнятних для моделювання 

комплексів з потенційними інгібіторами. Це надає можливість використання 

ряду типових структур (у вигляді pdb-файлів, що є стандартним форматом для 

білків) для віртуального скринінгу. Проведення комп’ютерних досліджень із 

використанням модифікованої версії AutoDock може забезпечувати результати 

з прогнозованими значеннями констант інгібування, що відповідають 

експериментальним даним. Запропоновані нові гібридні оціночні функції на 

основі AutoDock та AutoDock Vina, а також RF Score можуть мати практичне 

застосування для молекулярного докінгу у випадку дослідження різних 

ферментів. Рейтинговий підхід для проведення оцінки великого масиву сполук 

як потенційних інгібіторів з урахуванням різноманіття конформацій білкової 

мішені та одночасним використанням QSAR і функцій AutoDock може бути 

використаний для розробки і подальшої структурної оптимізації інгібіторів 

РТР1В та інших протеїнтирозинфосфатаз. 

Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно виконано 

дослідження, пов’язані з молекулярним моделюванням. Проведено аналіз даних 

літератури, виконано теоретичні розрахунки, здійснено порівняння результатів 

розрахунків ензим-інгібіторних комплексів та кореляцій між структурою і 

активністю. Постановка головних наукових завдань, обговорення та 

інтерпретація одержаних результатів і формулювання висновків були здійснені 

спільно з науковим керівником – чл. кор. НАН України А.І. Вовком та канд. 

хім. наук В.Ю. Танчуком. Дослідження активності інгібіторів in vitro виконано 

канд. біол. наук Л.А. Кононець. 

Апробація результатів дисертації. Результати роботи були представлені 

на наукових конференціях ІБОНХ НАН України (Київ, 2009 р., 2011 р., 2015 р.), 

IV Міжнародному симпозіумі "Methods and applications of computational 

chemistry" (Львів, 2011), III Міжнародному симпозіумі “Intracellular signalling 
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and bioactive molecules design” (Львів, 2012), міжнародній конференції 

"Биологические активные вещества и материалы: фундаментальные и 

прикладные вопросы получения и применения" (Новий Світ, 2013), III 

Міжнародній конференції "High performance computing" (Київ, 2013).  

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 12 робіт, з них 6 

статей у фахових наукових журналах і 6 тез доповідей у матеріалах наукових 

конференцій.  

Структура та обєм роботи. Дисертація складається зі вступу, п’яти 

розділів, висновків і списку літератури (164 найменування). Дисертаційна 

робота налічує 152 сторінки друкованого тексту, проілюстрована 15 таблицями 

та 33 рисунками. Розділ 1 є оглядом літератури, а в наступних розділах 

дисертації викладено основний зміст роботи. 
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РОЗДІЛ 1 

 

БУДОВА, ФУНКЦІЇ ТА ПОШУК ІНГІБІТОРІВ 

ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗИ 1B (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ) 

 

Протеїнтирозинфосфатази регулюють сигнальні і метаболічні процеси в 

живих організмах, які пов'язані з фосфорилюванням та дефосфорилюванням 

тирозинових залишків білків [1-3]. Внутрішньоклітинна протеїнтирозин-

фосфатаза 1B (PTP1B), як негативний регулятор інсулінового і лептинового 

сигналів, залучена до механізмів дефосфорилювання відповідних рецепторів 

[4]. З огляду на це PTP1B є однією із найбільш перспективних терапевтичних 

мішеней для можливого лікування діабету другого типу та ожиріння. Крім того, 

інгібітори РТР1В розглядаються як можливі ліки для лікування деяких видів 

ракових захворювань [5]. На сьогоднішній день спостерігається все зростаючий 

інтерес щодо пошуку і вивчення ефективних і селективних інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатази 1B [2, 6]. Як потенційні інгібітори PTP1B були 

ідентифіковані похідні карбонових, фосфонових, сульфонових кислот [7-10], 

гетероциклічних та інших сполук [11, 12]. Ряд біоактивних сполук були 

дослідженні з використанням підходів, що базуються на комп’ютерних методах 

розрахунку та моделювання, включаючи молекулярний докінг [13,14]. 

Результати докінгу також використовувалися для дослідження та розуміння 

механізмів зв’язування інгібітора з ензимом [15-19]. 

 

1.1. Механізм дії і будова протеїнтирозинфосфатази 1B  

1.1.1. Протеїнтирозинфосфатази як клас ензимів 

 

Оборотне фосфорилювання залишків тирозину в білках є ключовим 

елементом сигнальних шляхів, що регулюють клітинний відгук, такий як ріст, 

проліферацію, диференціацію, метаболізм та міграцію. Відомо, що 
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фосфорилювання залишків тирозину контролюється за допомогою 

координованих дій протеїнтирозинкіназ (PTKs) та протеїнтирозинфосфатаз 

(PTPs). На початковому етапі дослідження процесів фосфорилювання-

дефосфорилювання в живих клітинах припускалося, що кількість 

протеїнтирозинфосфатаз, які виконують обслуговуючу функцію, є невеликою. 

Проте зараз відомо, що PTPs представлені структурно різноманітним 

сімейством і в геномі людини кодуються майже сотнею генів. Це сімейство 

протеїнтирозинфосфатаз інтегрується з протеїнтирозинкіназами для підтримки 

нормального функціонування клітин [20, 21]. Очевидно, що порушення 

нормального балансу поміж функціонуванням PTKs та PTPs приводить до 

зміни фосфорильованості залишків тирозину і може розглядатися як складова 

причин виникнення таких захворювань, як рак, діабет, запальні процеси та інші. 

Найбільш характерним членом сімейства PTPs є протеїнтирозинфосфатаза 1B. 

Цей ензим був виділений іонообмінною хроматографією з плаценти людини як 

каталітичний домен з масою 37 кДа [22, 23]. Визначення його амінокислотної 

послідовності привело до пояснення взаємозв’язку РТР1В з іншою 

протеїнтирозинфосфатазою – CD45 [24, 25]. Значна трансмембранна експресія 

цього протеїну спостерігається на поверхні гемопоетичних клітин, що свідчить 

про те, що деякі члени сімейства PTPs існують у рецепторо-подібних формах з 

можливістю регулювання сигнальної трансдукції через ліганд-контрольоване 

дефосфорилювання залишків тирозину. В подальшому детальні дослідження 

показали, що сімейство PTP може бути розподілено на дві великі групи – 

класичні, pTyr-специфічні ензими, подібні за типом до PTP1B та CD45, та 

фосфатази із подвійною специфічністю, які дефосфорилюють Ser і Thr, так само 

як і залишки Tyr в білках [21]. Ензими з подвійною специфічністю, які 

здебільшого підтримують той же самий каталітичний механізм, як і в 

класичних PTPs, але демонструють відмінність у будові активного центру, 

залучені до фундаментально важливих сигнальних дій – від контролю MAP 

кіназ під час клітинної проліферації до регуляції циклін-залежних кіназ у 
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клітинному циклі. Ці спостереження допомогли змістити фокус у дослідженнях 

у бік функціонування сигнальних систем на основі фосфорилювання залишків 

тирозину, що включають як PTKs, так і PTPs. 

З моменту відкриття PTP1B безперервні дослідження привели до 

розуміння структури цього ферменту, регуляції та функціонування, визнаючи 

PTP1B як основну мішень для новітньої терапевтичної стратегії щодо лікування 

діабету та ожиріння. 

 

1.1.2. Каталітичний та регуляторний домени PTP1B 

 

Як зазначалося, спочатку PTP1B була виділена у вигляді каталітичного 

домену масою 37 кДа. Виділення кДНК, що кодує PTP1B, виявило повну форму 

ензиму зі 114 амінокислотними залишками на C-термінальному боці 

каталітичного домену [26-28]. C-термінальні 35 залишків здебільшого є 

гідрофобними за своєю природою та функціонують, спрямовуючи ензим в 

сторону цитоплазматичного боку мембрани ендоплазматичного ретикулуму 

[29, 30]. Спрямовування PTPs до певних субклітинних положень регулює їх 

функції шляхом обмеження спектру субстратів, які можуть мати доступ до 

активного центру ензиму. Цікаво, що альтернативний m-РНК сплайсинг 

генерує додаткове структурне і функціональне різноманіття ряду 

протеїнтирозинфосфатаз. Наприклад, TC-PTP, найближча за структурою до 

PTP1B, існує в формі з масою 48 кДа, і так само як і PTP1B, містить гідрофобне 

C-закінчення та націлена на ендоплазматичний ретикулум, або у формі з масою 

45 кДа, якій бракує гідрофобного сегменту і яка зміщується в ядро [31, 32]. 

Також повідомлялося про два варіанти сплайсингу PTP1B, відносні рівні яких 

регулюються факторами росту [33] або інсуліном [34]. Важливо, що 

субклітинна орієнтація не є єдиним аспектом регуляції специфічності 

протеїнтирозинфосфатаз. Відомо, що PTPs демонструють специфічність для 

певних субстратів завдяки особливостям конфігурації активного центру.  
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C-термінальний сегмент PTP1B не тільки опосередковано контролює 

активність шляхом регулювання субклітинного розташування, але може також 

мати безпосередній вплив на каталіз. PTP1B є чутливою до протеолітичного 

розщеплення калпаіном, наприклад, після введення глікопротеїну IIb-IIIa на 

поверхню тромбоцитів, які генерують скорочену розчинну 42 кДа форму 

ензиму [35]. Генерування цих скорочених форм PTP1B, яким бракує приблизно 

75 залишків від C-термінального сегменту протеїну, включаючи орієнтуючий 

фрагмент, дозволяє припустити, що роль C-термінального сегменту може 

полягати у пригніченні каталітичної функції. Подібна інгібуюча роль була 

продемонстрована також для C-термінального сегменту TC-PTP [36].  

Протеїнтирозинфосфатаза 1B була однією з перших PTPs, існування якої 

було виявлено у формі фосфорильованого протеїну in vivo. Декілька Ser/Thr 

центрів фосфорилювання були ідентифіковані у регуляторному C-

термінальному сегменті, включаючи фосфорилювання Ser378 протеїнкіназою C 

та два центри, Ser352 та Ser386, чиє фосфорилювання регулювалося в клітині 

сAMP-залежними кіназами [37]. Хоча зміни у активності асоціювалися із 

змінами у фосфорилюванні, точний механізм, за яким функції PTP1B можуть 

регулюватися фосфорилюванням, не є остаточно з'ясованим. Тим не менше, 

фосфорилювання членів сімейства протеїнтирозинфосфатаз Ser/Thr кіназами 

може бути важливим регуляторним механізмом, активуючи чи інгібуючи 

каталітичні функції. Цікаво, що це можна розглядати як механізм потенційного 

взаємозв'язку між сигнальними шляхами, у відповідності до чого активація 

серинових-треонінових протеїнкіназ може приводити до змін у 

фосфорилюванні тирозину через створення впливу на каталітичну функцію 

РТР1В. Крім того, повідомлялося про фосфорилювання залишків тирозину 

протеїнтирозинфосфатаз, включаючи PTP1B [38,39], хоча функціональна 

значимість цих модифікацій залишається не з’ясованою.  
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1.1.3. Структура та механізм дії PTP1B 

 

Результати досліджень, що були виконані в кількох лабораторіях, 

дозволили наблизитись до розуміння механізму розпізнавання субстрату та 

каталізу протеїнтирозинфосфатазами [40]. Схема каталітичних перетворень 

описується двостадійним механізмом (Рис. 1.1).  

 

 

Рис. 1.1.  Схематичне представлення каталітичного механізму PTP1B. 

 

Усі члени сімейства PTP характеризуються наявністю ділянки з 

консервативною послідовністю [I/V]HCXXGXXR[S/T], яка містить залишок 

цистеїну (Cys 215 у PTP1B), ключового у механізмі каталізу. На першому етапі 

каталітичної реакції проходить нуклеофільна атака іонізованого атома сірки 

сульфгідрильної групи залишку цистеїну на фосфатний фрагмент субстрату, що 

відбувається одночасно з протонуванням залишку тирозину, що відходить, 
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боковим ланцюгом консервативного кислотного залишку (Asp181 у випадку 

PTP1B), який діє як загальна кислота. Це забезпечує утворення 

фосфорильованої форми ензиму – каталітичного цистеїн-фосфатного 

інтермедіату. На другому етапі, що відбувається за участю Gln 262, який 

координує молекулу води, та Asp181, який функціонує як загальна основа, 

відбувається гідроліз каталітичного інтермедіату та вивільнення неорганічного 

фосфату. 

Каталітичний домен PTP1B масою 37 кДа був першою кристалічною 

структурою з членів сімейства PTP, що була ідентифікована [41]. Вона була 

встановлена з використанням вольфрамату натрію, що є аналогом фосфату, як 

інгібітора, спрямованого в каталітичний центр PTP1B. Структура являла собою 

єдиний домен з поліпептидним ланцюгом, організованим у вісім спіралей та 12 

молекулярних ланцюгів зі змішаними пластами, що утворюють скручену 

конформацію, поєднуючи всю довжину молекули [41]. Ділянка розпізнавання 

фосфату розташована на дні щілини, сторони якої утворені трьома ділянками. 

Рис. 1.2. ілюструє зображення комплексу між PTP1B та гексапептидним 

субстратом, змодельованим в процесі автофосфорилювання EGF-рецептора 

[42]. На цьому рисунку другорядні структурні елементи каталітичного домену 

PTP1B показано синім, включно із каталітичним центром, що виділений, як 

значуща ділянка (жовтим), WPD-петлею (червоним), pTyr-петлею 

(помаранчевим) та Q-петлею (зеленим). Друга частина зображення демонструє 

більш детальний вигляд активного центру. pTyr субстрат показано зеленим, а 

інші структурні елементи та значущі залишки помічені іншими кольорами. 

WPD-петляє є характерною для всіх протеїнтирозинфосфатаз і названа так 

через однакову для них усіх послідовність триптофан (W) - пролін (P) -

аспарагінова кислота (D), що знаходяться посередині петлі. WPD-петля містить 

незмінний залишок Asp (Asp181 у PTP1B), який бере участь в обох стадіях 

каталізу. Q-петля містить Gln262, який забезпечує гідроліз цистеїніл-

фосфатного каталітичного інтермедіату. pTyr-петля містить залишок тирозину 
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(Tyr46 у PTP1B), який визначає глибину щілини та робить свій внесок до 

абсолютної специфічності, яку демонструє PTP1B для фосфотирозин-вмісних 

субстратів, так як менші фосфорсеринові та фосфотреонінові залишки не 

можуть «дотягнутися» до ділянки внизу щілини, де зв’язується фосфат. 

 

Рис. 1.2. Структура активного центру PTP1B. 

   

Подальше розуміння механізмів розпізнання субстрату було отримано за 

допомогою структури комплексу між пептидом, який представляє центр 

автофосфорилювання рецептора епідермального фактора росту, та каталітично 

неактивної мутантної форми PTP1B, в якій Cys215 був заміщений на залишок 

серину та який зберігав здатність зв’язувати субстрат, незважаючи на те, що він 

не міг його дефосфорилювати [42]. У цьому випадку зв’язування субстрату 

супроводжувалось значними конформаційними змінами, за яких WPD-петля 

закривається навколо бокового ланцюга pTyr залишку субстрату. Це приводить 

до того, що залишок Phe182 стає навпроти фенільного бокового ланцюга pTyr 

залишку субстрату, у такий спосіб стабілізуючи закриту конформацію петлі, та 

розміщує інваріантний залишок Asp181 так, щоб він міг діяти як загальна 

кислота на першій стадії каталізу. Фактично PTP1B представляє приклад 

концепції «наведеного налаштування» - зв’язування субстрату включає 

конформаційну зміну, яка формує необхідну для каталізу форму ензиму. 
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Структура ортованадатного комплексу PTP1B, яка є імітацією 

п’ятивалентного перехідного положення фосфору, демонструє водневі зв'язки 

між атомами кисню ванадату та Gln262 і Asp181, фокусуючи увагу на цих 

залишках, як на тих, що відіграють необхідну роль на стадії гідролізу 

цистеїнілфосфатного каталітичного інтермедіату [43]. Для детального вивчення 

цього механізму було використано мутантну форму PTP1B (Gln262→Ala), яка 

надала можливість захоплення та візуалізації каталітичного інтермедіату в 

кристалі мутантного протеїну, так як його гідроліз був значно погіршеним [43]. 

Структура підтвердила значення Gln262 та Asp181 в каталітичному механізмі 

на стадії гідролізу фосфорильованої форми ензиму. Також було виявлено, що 

WPD-петля знаходиться у закритому положенні над входом до активного 

центру, у такий спосіб ізолюючи фосфоцистеїновий інтермедіат із молекулами 

води в каталітичному центрі та попереджаючи перехід фосфату до зовнішніх 

фосфорильних акцепторів. Це пояснює, чому друга стадія каталізу включає 

гідроліз фосфоцистеїнового інтермедіату PTPs та їх нездатність 

фосфорилювати інші фосфатні акцептори. Таким чином, за допомогою цього 

підходу було проаналізовано кожну із стадій реакції гідролізу, що її 

каталізують протеїнтирозинфосфатази.  

 

1.2. Пошук інгібіторів протеїнтирозинфосфатази 1B 

 

1.2.1. Центри зв'язування інгібіторів РТР1В 

 

Селективність дії є однією з найбільших проблем при розробці нових 

інгібіторів PTP1B як можливих лікарських засобів. Так як усі PTPs 

характеризуються високим ступенем структурної консервативності в активному 

центрі (фосфотирозин-зв’язувальній кишені), при створенні інгібіторів як з 

високою спорідненістю, так і з високою селективністю стосовно PTP1B 

потрібно враховувати ряд факторів. Дослідження субстратної специфічності 
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протеїнтирозинфосфатаз показали, що pTyr сам по собі не є достатнім для 

високоспорідненого зв’язування. Важливими для впізнавання субстрату є 

залишки амінокислот, які знаходяться поруч [44]. Результати свідчать, що 

існують ділянки, які розташовані недалеко від активного центру PTP і які 

можна розглядати як додаткові центри зв'язування для можливих інгібіторів. Ці 

дослідження надали молекулярне підгрунтя для управління активністю і 

специфічністю протеїнтирозинфосфатаз, що забезпечило створення сильних та 

специфічних інгібіторів – бідентатних лігандів, які зв’язуються як з активним 

центром, так із сусіднім периферійним центром. Отже, унікальні додаткові 

сайти PTP1В, які межують із активним центром, можуть бути задіяні для того, 

щоб покращити спорідненість та селективність. Логічне пояснення підвищеної 

активності бідентатних інгібіторів базується на принципі адитивності вільних 

енергій зв’язування. Взаємодія інгібітора з двома незалежними центрами 

(наприклад, центр pTyr та унікальний периферичний центр) в одній PTP 

надаватиме кращу специфічність, тоді як інші PTPs можуть не мати подібної 

взаємодії у додатковому центрі зв’язування. На основі цього підходу було 

розроблено декілька сильних та селективних інгібіторів PTP1B [44].  

Слід зазначити, що активні центри PTPs розвивалися так, аби врахувати 

іонізовану структуру фрагмента pTyr, який містить два негативні заряди 

фосфорильної групи при фізіологічних значеннях pH. Тому більшість 

конкурентоспроможних інгібіторів PTP, які націлені на активний центр 

(міметики pTyr, які не піддаються гідролізу) характеризуються високою 

густиною заряду. Такий підхід було використано для ідентифікації in vitro 

високоактивних та високоселективних фосфонатних, карбоксилатних та інших 

аніоногенних інгібіторів PTP1B, які здатні одночасно зв’язуватися як з 

активним центром, так і з сусіднім периферійним центром [45]. Було виявлено 

ряд сполук з високою спорідненістю до PTP1B (з заміною C215S), в тому числі 

синтезовано відповідні біс-дифлуорофосфонати, що не піддаються гідролізу 

(Рис. 1.3). При цьому дифлуорометиленовий фрагмент, що моделює містковий 
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кисень моноарилфосфату, забезпечує суттєве зниження рКа фосфонатного 

залишку. 

 

 

Рис. 1.3. Сильні і селективні інгібітори PTP1B [1]. 
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 Сполука 1.1 виявилась одним з найбільш сильних інгібіторів PTP1B, з 

константою інгібування, що дорівнює 2,4 nM, демонструючи від 1000 до 10000-

кратну селективність у порівнянні з рядом інших PTPs [45]. Єдиним 

виключенням з цього ряду є TC-PTP, яка є на 77% ідентичною по відношенню 

до PTP1B (десятикратна селективність на користь PTP1B). Мутагенез та 

структурний аналіз взаємодій між PTP1B та сполукою 1.2 (похідна сполуки 1) 

виявили, що біоізостерний структурний аналог pTyr, який не піддається 

гідролізу - фрагмент фосфонодифлуорометилфенілаланіну - (F2Pmp) займає 

активний центр, тоді як периферійна 4-фосфонодифлуорометилфенілацетильна 

група забезпечує як Ван-дер-Вальсові, так і іонні контакти із проксимальним 

некаталітичним центром, що його утворюють Lys41, Arg47 та Asp48 [46]. 

Результати показують, що хоча багато залишків амінокислот знаходяться у 

контакті зі сполукою 1.2, вони не є унікальними відносно PTP1B. Очевидно, 

комбінації усіх залишків відрізняються для кожної із PTPs, що надає 

можливість припустити, що поверхня зв’язування, сформована фрагментами 

амінокислот, визначає селективність дії інгібітора. Це у свою чергу вказує на 

те, що підхід до конструювання селективних інгібіторів PTP1B на основі 

великих баз даних може бути результативним. 

 На додаток до проксимального некаталітичного центру РТР1В, 

визначеного залишками Lys41, Arg47 та Asp48, другий арил-фосфатний 

зв’язувальний центр, сусідній до активного центру PTP1B, було ідентифіковано 

при аналізі кристалічних структур ензиму у комплексі із pTyr та об'ємно 

невеликим арилфосфатом [47]. Цей другий арил-фосфатний зв’язуючий центр 

знаходиться в межах регіону Arg24 та Arg254 і не є незмінним серед PTPs. 

 Метод ЯМР був застосований для розробки активних та селективних 

інгібіторів PTP1B, які можуть взаємодіями з двома зв'язувальними центрами – 

активним центром та арил-фосфатним зв’язувальним центром [48–50]. У цьому 

підході спектроскопію ЯМР було використано для ідентифікації малих 

молекул, які прикріплюються до активного центру. Успішні результати вибірки 
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були оптимізовані на основі кристалічних структур комплексів. 

Використовуючи окремий ЯМР-скринінг, було також ідентифіковано малі 

молекули, які займають другий арил-фосфатний зв’язувальний центр. 

Відповідний лінкер потім було встановлено для з’єднання двох зв’язувальних 

фрагментів. Сполуки 1.3 (Ki = 22 nM; двократна селективність у порівнянні із 

TC-PTP) [48] та 1.4 (Ki = 18 nM; чотирикратна селективність у порівнянні із TC-

PTP) [49] – були отримані із використанням цього підходу.  

Було синтезовано попередник лікарського засобу 1.5, де карбоксильні 

кислоти були заміщені їх естерними групами для того, що продемонструвати 

клітинну активність [49]. Сполука 1.6 із менш зарядженим міметиком pTyr та 

більш жорстким лінкером продемонструвала 30-кратну селективність у 

порівнянні із TC-PTP [50]. У додаток до її селективності, сполука 1.6 також 

продемонструвала помірну клітинну проникність, ймовірно, через зменшений 

заряд. Атом фтору в орто-положенні бензольного кільця також може підвищити 

клітинну проникність, так як сполука 1.7 з протоном у цьому положенні 

продемонструвала значно нижчу клітинну проникність. Ці приклади 

демонструють, що підхід приєднаного фрагменту може бути ефективною 

стратегією для отримання потенційних інгібіторів PTP1B in vivo. 

Окрім скринінгу на основі ЯМР, ‘обмежуючий’ метод [51] та 

високопродуктивний скринінг на основі рентгенівської кристалографії [52] 

також були використані для ідентифікації фрагментів малих молекул, які діють 

на активний центр та сусідні периферійні центри. 

 

1.2.2. Іінгібітори РТР1В і підхід конформаційного сприяння 

 

Моделювання на основі структури було використано для отримання 

унікальних конформацій PTP1B для розробки інгібіторів як з високою 

спорідненістю, так і з високою селективністю [12]. Серії бензотриазольних 

похідних фенілдифлуорометилфосфонових кислот були синтезовані і вивчені 
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як інгібітори PTP1B. Багато із цих сполук продемонстрували високу 

інгібувальну здатність, на субмікромолярному рівні для PTP1B, але жодна із 

них не була селективною по відношенню до TC-PTP. Один із цих інгібіторів, 

сполука 1.8, була закристалізована з PTP1B. Центральний вуглець сполуки 1.8 

має чотири функціональних замісники. У кристалічній структурі одна із 

фенілдифлуорометилфосфонових кислот зв’язує активний центр PTP1B; 

бензотриазольна група взаємодіє із Arg47 та сусідніми залишками; бензольне 

кільце є важливим для загальної жорсткості усієї молекули, яка виявилася 

важливою для інгібування; інша фенілдифлуорометилфосфонова кислота 

прикріплюється до другого арилфосфатного центру. На основі цієї структурної 

інформації було модифіковано другу групу фенілдифлуорометилфосфонової 

кислоти. Було обрано довший та більш жорсткий біфенільний лінкер, щоб 

залишок фосфонової кислоти зміг досягти іншого арилфосфатного 

зв’язувального центру. 

Для з'ясування механізмів селективності порівнювали кристалічні 

структури PTP1B та TC-PTP з метою ідентифікації тих залишків амінокислот, 

які є унікальними для PTP1B. Виявилось, що в структурі РТР1В одним із таких 

залишків є Phe52, тоді як відповідне положення у випадку TC-PTP займає 

Tyr54. Для взаємодії із Phe52 до біс-фенільного лінкера було прикріплено 

фрагмент метоксиізобутилметилхіноліну (сполука 1.9). Цікаво, що сполука 1.9 

демонструвала семикратну селективність по відношенню до TC-PTP. 

Рентгенівська кристалографічна структура PTP1B з інгібітором 1.9 підтвердила 

взаємодії між метоксиізобутилметильною групою та Phe52. Окрім того, 

мутантна форма PTP1B (F52Y) продемонструвала таку ж спорідненість до 

сполуки 1.9 як і TC-PTP [53]. Схожий підхід було використано для того, щоб 

задіяти Leu119 в структурі PTP1B (Val121 в структурі TC-PTP) та отримати 

сполуку 1.10 [54]. Оксодіазольна група інгібітора 1.10 була відповідальною за 

десятикратну селективність у порівнянні з TC-PTP. Подібним чином було 
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сконструйовано інгібітори РТР1В із високою активністю та специфічністю дії 

на основі 2-(оксалиламіно)бензойної кислоти [55]. 

Відомо, що РТР1В характеризується наявністю алостеричного центру, а 

декілька інгібіторів на основі малих молекул, які займають цей центр, можуть 

стабілізувати неактивну конформацію PTP1B [56]. На відміну від pTyr- 

зв’язувального центру, алостеричний центр є менш консервативним та має 

значно меншу полярність. Таким чином, атака інгібітора на алостеричний центр 

може представляти собою альтернативну стратегію для розробки селективних 

інгібіторів із прийнятними властивостями. Сполуки 1.11, 1.12 та 1.13 (Рис. 1.3) 

є прикладами алостеричних інгібіторів PTP1B [56]. Сполука 1.11 (IC50 = 350 

µM) була ідентифікована через скринінг бібліотеки не pTyr-подібних сполук. 

Удосконалення сполуки 1.11 із сульфонільним фрагментом додатковими 

ароматичними кільцями дало можливість отримати сполуки 1.12 (IC50 = 22 µM) 

та 1.13 (IC50 = 8 µM) із покращенною активністю та селективністю. Як було 

виявлено за допомогою кристалічних структур, ароматичні кільця сполуки 1.13 

оточують Phe280, тоді як сполука 1.12 лише частково огортається навколо 

Phe280. Взаємодії між Phe280 та ароматичними кільцями в цих інгібіторах 

корелюються із їх спорідненістю до зв’язування. Цікаво, що сполука 1.12 

продемонструвала шестикратну селективність у порівнянні із TC-PTP, а 

сполука 1.13 показала клітинну активність (збільшуючи рівень 

фосфорилювання ІР та ІРС-1) при концентрації інгібітора, яка складала 250 µM. 

 

1.2.3. Інгібітори РТР1В і проблема біологічної доступності  

 

Як зазначалося вище, біологічна доступність представляє іншу значну 

задачу щодо трансформування інгібіторів PTP1B в терапевтичні засоби, так як 

більшість інгібіторів, спрямованих на активний центр, містять негативні заряди. 

Тому для покращення клітинної проникності важливо зменшити кількість 

негативних зарядів, щоб менш заряджена похідна могла мати здатність 
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проникнути крізь клітинну мембрану. Одним із прикладів може бути структура 

сполуки 1.14 (Рис 1.4) [57]. Її аналогом є сполука 1.15, яка була першою 

ідентифікована як ефективний інгібітор PTP1B, але її два негативні заряди 

обмежували клітинну проникність [58]. Коли одна із карбоксильних груп була 

замінена біоізостерною тетразольною групою, то результуюча сполука 1.14 

отримала клітинну активність без втрати інгібувальних властивостей.  

 

 

Рис. 1.4. Інгібітори РТРs з покращеною біодоступністю. 
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Іншим прикладом є сполука 1.16a (Ki = 9.0 µM), яка утворює рівновагу із 

лактонною формою 1.16b [59]. Лактонна форма не є зарядженою, а тому сприяє 

клітинній проникності інгібітора. 

Ще одним підходом до збільшення клітинної проникності є покращення 

гідрофобних характеристик сполук. Так як більшість міметиків pTyr мають 

один або кілька негативних зарядів, то чим гідрофобніші замісники вводяться, 

тим ліпофільнішими стають сполуки, отримуючи прийнятний коефіцієнт 

клітинної проникності. Наприклад, хоча сполука 1.9 (Рис 1.3) містить чотири 

негативні заряди, вона є прийнятною для клітинного транспорту, можливо, 

через наявність багатьох ароматичних кілець [12]. Так само, сполуки 1.17 та 

1.18 (Рис 1.4) є біологічно доступними при пероральному застосуванні та є 

активними на тваринних моделях діабету другого типу, незважаючи на те, що 

вони є сильно зарядженими [60]. Таким чином, підвищення гідрофобності може 

бути ефективною стратегією для покращення біологічної доступності 

інгібіторів PTP1B.  

Підхід із попередником лікарського засобу широко використовується для 

доставки сполук, які містять одну або більше карбоксильних груп. Відповідні 

етилові або метилові естери називають попередниками лікарських засобів, бо 

вони набагато легше проникають крізь клітинну мембрану. Попадаючи 

всередину клітини, такі сполуки гідролізуються, утворюючи вихідні інгібітори. 

Сполука 1.5 (Рис. 1.3) є прикладом попередника можливого інгібітора PTP1B, 

що вміщує карбоксильні групи [49], такими ж є сполуки 1.19 [61] та 1.20 [62] 

(Рис 1.4). Декілька попередників лікарських засобів на основі ортофосфатів 

було доведено до клінічних випробувань [63], тому стратегія із попередниками 

лікарських засобів також може застосовуватись для доставки до клітин 

інгібіторів PTP1B на основі дифлуорофосфонатів. Підхід, що використовувався 

для внутрішньоклітинної доставки нуклеотидів та арилфосфатів [64], було 

поширено на дослідження активації дифлуорометилфосфонатних інгібіторів 

РТР1В. Дослідження сполуки 1.1 (сполука 1.21 на рис. 3) у клітинних системах 
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показує, що ця стратегія надає певне рішення для проблеми доставки 

лікарського засобу - можливого фосфороорганічного інгібітора PTP1B [65]. 

Алостеричні інгібітори, зазначені раніше, можуть краще проникати через 

мембранні структури, так як вони часто не мають негативних зарядів. У 

додаток до сполук 1.11–1.13, сполука 1.22 може бути іншим прикладом 

алостеричного інігбітора (Рис. 1.4). Сполука 1.22, з IC50 1.6 µM, що є зворотнім 

неконкурентним інгібітором PTP1B, демонструє добру клітинну проникність 

[66]. 

Розробка інших міметиків pTyr із більш прийнятними фармакологічними 

властивостями [51] включала скринінг бібліотеки молекул, що містять 

замасковану тіольну групу. Якщо потенційний інгібітор виявляв спорідненість 

до центру зв'язування, це дозволяло проводити його мас-спектрометричну 

ідентифікацію. Методом такого зв’язування було виявлено один з міметиків 

pTyr – сполуку 1.23 (Рис 1.5). Цей метод також може бути використаний для 

виявлення фрагментів інгібітора, які зв’язуются периферійними центрами біля 

кишені зв’язування pTyr. 

Рентгенівський кристалографічний скринінг було використано для пошуку 

нових міметиків pTyr [52]. Кристалографічні дифракційні дані були зібрані та 

оброблені у автоматичному режимі так, що фрагменти, які зв’язують активний 

центр, були швидко ідентифіковані. Із 264 досліджених сполук, інгібітор 1.24 

(Ki = 86 µM) був заявлений як міметик pTyr. Сполука 1.24, що є схожою на 

сполуку 1.25, була розроблена завдяки такому скринінгу [55]. Сполука 1.26 

(Рис 1.5) була розроблена на основі найкращих результатів, виявлених із 

колекції сполук [67]. Вона характеризується значенням IC50, що складають 42,5 

µM та чотирикратною селективністю у порівнянні із TC-PTP. Виходячи з того, 

що молекула інгібітора 1.26 має один негативний заряд, ця структура варта 

подальшої оптимізації. Сполука 1.28 (Ki = 230 µM) була отримана із вихідного 

скринінгу, як фрагмент, що зв’язувався в активному центрі. В результаті 
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оптимізації на основі кристалічних структур було отримано сполуку 1.27 зі 

значенням Ki 9,2 µM [68]. 

 

 

Рис. 1.5. Міметики фосфорильованого тирозину. 

 

Серії моноциклічних тіофенів було синтезовано та протестовано як 

інгібітори PTP1B [69]. Серед них була і сполука 1.30 (Ki = 0.3 µM), яка 

продемонструвала десятикратне підвищення активності у порівнянні з 

вихідною сполукою 1.29 (Ki = 3.2 µM). Як показано за допомогою 

рентгеноструктурного аналізу, гідроксильна група сполуки 1.30 утворює 

контакт із залишком Asp48, що пояснює її високу активність. Сполука 1.31 була 
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змодельована для того, щоб мати додаткові електростатичні взаємодії із Arg47, 

і в результаті вона мала навіть менше значення константи інгібування (0,14 

µM). 

1.3. Комп’ютерні підходи до пошуку інгібіторів PTP1B 

 

 На даний час синтезовано велику кількість досить потужних інгібіторів 

РТР1В, проте вони ще не знайшли свого застосування в медицині, передусім, 

через низьку біодоступність, токсичність і побічні ефекти, пов'язані з 

недостатньою вибірковістю фізіологічної дії. У цьому зв'язку в процесі 

створення нових структур – потенційних нгібіторів РТР1В та інших 

протеїнтирозинфосфатаз – зростає роль обчислювальної техніки. Аналіз даних 

літератури свідчить про те, що пошук і створення нових інгібіторів PTP1B 

включає здебільшого використання різноманітних експериментальних методів. 

При цьому методи комп’ютерного скринінгу застосовувались досить 

епізодично для певних вузьких наборів сполук. До таких робіт можна віднести, 

наприклад, QSAR моделі для заміщених моно- і поліциклічних похідних 

тіофену [70]. Хоч автори і отримали непогані моделі, проте у роботі розглянуто 

всього 33 сполуки. Подібною є інша робота [71], де вивчено похідні 

оксалілариламінобензойної кислоти, кількість яких ще менша – 19. У роботі 

[72] розглянуто дещо більшу кількість тіазолідиндіонів – 56 – і отримано дуже 

високу кореляцію. Загалом, ці та подібні дослідження покривають досить 

вузький клас хімічних сполук, а відтворити ці результати і скористатися 

моделями часто можуть тільки автори опублікованих робіт.  

Цікавішими є роботи, в яких зроблено спробу проаналізувати ряд сполук і 

виявити фармакофор. Це стосується статті [73], де зібрано досить великий і 

різноманітний набір інгібіторів PTP1B, що налічував 154 сполуки. Цей набір 

було проаналізовано за допомогою програмних пакетів CATALYST і CERIUS2 

і побудовано модель фармакофора (Рис. 1.6). Зеленим кольором на рис. 1.6 

(сполука 122, IC50 = 0,04 мкм) показано акцептори водневих зв’язків, синім – 
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негативно іонізовану групу, блакитним – гідрофобну частину, сірим – зони 

виключення, що не повинні мати ніяких атомів, бо там розташовуються атоми 

молекули ензиму.  

 

Рис. 1.6. Модель фармакофора за даними [73]. 

 

У роботі [74], що з’явилася через 7 років після публікації [73], застосовано 

практично той самий метод до іншого набору з 30 сполук. У цьому випадку 

отримано подібний фармакофор, хоча і без другої групи акцептора водневих 

зв’язків, що, очевидно, пов’язано з намаганням авторів зменшити по 

можливості негативний заряд на молекулі для її кращої проникності через 

мембранні структури (Рис. 1.7).  

 
 

Рис. 1.7. Фармакофор за версією статті [74].  
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Зеленим кольором на рис. 1.7 позначено акцептори водневих звя’зків, 

синім – негативно іонізовану групу, блакитним – гідрофобну частину, 

додатковий оранжевий колір позначає ароматичне кільце. Молекула є 

надзвичайно сильним інгібітором (pKi = 0,7 нм). 

В обох статтях [73, 74] проведено прогнозування активності нових сполук, 

у випадку роботи [73] пошук проводився серед бази даних NCI (Національного 

інституту раку США), у випадку публікації [74] сполуки були спеціально 

синтезовані. Результати прогнозування QSAR перевірялися докінгом. У 

кожному випадку вдалося знайти перспективні сполуки. 

В одній із найновіших робіт [75] автори спробували створити селективний 

інгібітор PTP1B по відношенню до найближчої до неї фосфатази TC-PTP. Було 

застосовано метод визначення фармакофора, аналогічний використаному в 

статтях [73, 74], а також проведено докінгові процедури стосовно обох 

ферментів. В результаті було знайдено ряд інгібіторів і перевірено їх активність 

експериментально. Авторам вдалося створити кілька сполук, активність яких по 

відношенню до PTP1B була вища, ніж по відношенню до TC-PTP. 

Крім зазначених вище робіт, молекулярний докінг використовувався також 

у ряді інших досліджень. Це, наприклад, стаття [76], де досліджувалися 

функціоналізовані 4,5-дігідронафтофурани і дибензофурани, робота [77], яка 

присвячена хінолін-3-карбоксамідам, або публікація [78], де розглядається 

інгібітор тетрапептидної структури. У статті [79] проводився докінг сполук 

природного походження – емодину і хризофанолу. Робота [80] присвячена 

дослідженню зв’язування біфлавоноїдів як алостеричних інгібіторів PTP1B за 

допомогою молекулярного докінгу (Рис. 1.8).  

Статті [16, 81] присвячені дослідженням 5-ариліден-2-феніліміно-4-

тіазолідинонів, в тому числі за допомогою молекулярного докінгу. Робота [81] 

характерна тим, що для докінгу використовувалися кілька кристалічних 

структур PTP1B, однак при цьому не було пояснень, чому використовувалися 

саме ці структури РТР1В. 
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Рис. 1.8. Спосіб зв’язування біфлавоноїда як алостеричного інгібітора 

PTP1B. 

 

Корисною є робота з використанням молекулярного докінгу [82], де автори 

поставили собі за мету знайти найкращі моделі для in vivo-скринінгу інгібіторів 

PTP1B. Загалом було проаналізовано 18 гомологічних PTP1B різних організмів, 

з яких відібрано сім найбільше подібних до людського ензиму за послідовністю 

амінокислот. Структури цих семи ензимів були згенеровані по аналогії до 

людської PTP1B і було проведено докінг шести відомих інгібіторів для 

порівняння. В результаті такої процедури було відібрано три види доступних 

для лабораторних досліджень тварин з найбільш подібним ензимом. Це макака 

крабоїдна (Macaca fascicularis), землекоп голий (Heterocephalus glaber) та 

пацюк сірий (Rattus norvegicus). 

Загальною рисою робіт, пов’язаних з докінгом, можна вважати 

обмеженість досліджених рядів сполук, а також, значною мірою, довільність 

вибору конформації ензиму. Оскільки ця конформація, як правило, не 
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змінюється, результати також можуть бути суттєво відмінними від реального 

стану речей. 

Крім наведених прикладів молекулярного докінгу, при дослідженні 

інгібіторів РТР1В використовувалась також молекулярна динаміка, причому 

звичайно у поєднанні з докінгом на першому етапі. Так, у статті [83] 

досліджувалась рухливість WPD-петлі, а також можливий спосіб її блокування 

відносно невеликим алостеричним інгібітором [56] (Рис. 1.9). 

 

 

 

Рис. 1.9 Алостеричний інгібітор [82], що блокує WPD-петлю PTP1B. 

 

У роботі [84] також проведено симуляцію зв’язування алостеричних 

інгібіторів природного походження (Рис. 1.10). 

 

 

Рис. 1.10. Алостеричні інгібітори природного походження [84]. 
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Таким чином, викладений вище загальний аналіз даних літератури 

свідчить про те, що визначення РТР1В як значимої терапевтичної мішені 

стимулювало синтез значної кількості органічних сполук, що досліджувались в 

біологічних тестах in vitro та in vivo з метою визначення сполук-лідерів. 

Очевидно, що альтернативний шлях цілеспрямованого пошуку потенційно 

біоактивних структур та їх оптимізації до структурних прототипів можливих 

ліків повинна включати застосування комп’ютерних методів. Однак, на 

сьогодні результативність комп’ютерних розрахунків біологічної активності 

потенційних інгібіторів РТР1В на основі їх хімічної структури (дослідження 

методом QSAR), так само як і на основі структури хімічної сполуки і 

відповідної білкової мішені (дослідження методом молекулярного докінгу) все 

ще залишається низькою. 

Дана дисертаційна робота була спрямована, в основному, на розробку 

нових підходів до комп’ютерного скринінгу з метою виявлення нових 

потенційних інгібіторів PTP1B. За основу було взято молекулярний докінг в 

активний центр ферменту з урахуванням додаткових центрів зв’язування, 

розташованими неподалік. При цьому потрібно було скористатися великим 

масивом накопичених до цього часу даних про структуру комплексів PTP1B з 

різними інгібіторами. Оскільки відома структура понад 100 таких комплексів, 

необхідно було певним чином систематизувати ці дані і виявити найбільш 

типові конформації, що описано у Розділі 2 цієї дисертації. Окремий інтерес 

представляли докінгові дослідження типових конформацій РТР1В (Розділ 3). 

Як швидкий метод для попередньої обробки даних було використано 

метод QSAR [85]. Недавно з’явився новий загальнодоступний інструмент для 

проведення таких досліджень, що дозволяє створювати загальнодоступні 

моделі QSAR. Це он-лайн платформа для QSAR/QSPR досліджень – Он-лайн 

Середовище Хімічного Моделювання (OCHEM, http://www.ochem.eu), що 

дозволяє проводити повний QSAR/QSPR цикл у напівавтоматичний спосіб. 

Платформа включає дві значущі підсистеми: база даних експериментально 
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виміряних властивостей та структура моделювання. Унікальність цього підходу 

полягає в тому, що вирішуються основні проблеми застосування методів 

QSAR/QSPR. Це неможливість скористатися моделлю для інших дослідників, 

крім авторів, і недоступність вихідних даних. 

Як відомо, щороку у науковій літературі публікуються сотні, а можливо 

навіть тисячі моделей (наприклад, більш ніж 50 моделей розглядалося для 

публікації лише щодо ліофільності, logP та розчинності у воді тільки впродовж 

2005) [86, 87]. Тим не менше, для більшості моделей публікація відзначає 

кінець їх життєвого циклу. Дуже рідко моделі стають доступними як програмні 

інструменти та виконують прогнозування для нових даних, тобто слугують за 

призначенням, задля якого вони були розроблені. Таким чином, після 

вкладання значних зусиль у отримання даних, розробку моделі та підготовку 

для публікації, фактично немає жодного практичного використання цих 

моделей наприкінці цього випробування. Спроби відтворити опубліковані 

моделі не є завжди успішними та можуть розглядатися як окремі самостійні 

версії. Наприклад, подвійні відмінності (1 та 2 log одиниці) спостерігалися при 

використанні двох різних застосувань MLOGP-алгоритму [88] для 

прогнозування logP для 95,809 сполук Pfizer [89]. В той же самий час, 

протилежні результати обох застосувань спостерігалися для прогнозування 882 

сполук Nycomed, таким чином залишаючи відкритим питання – чиє 

застосування є більш точним [89]. 

Одною з найбільших проблем для реконструкції моделей є відсутність 

доступу до вихідних даних. Публікації часто містять тільки назви молекул або 

набір розрахованих дескрипторів. Тим не менше, моделі, які були побудовані за 

допомогою підходів, що базуються на запам’ятовуванні, такі як k-Найближчих 

сусідів (k-Nearest Neighbors (kNN)), Векторні Машини Підтримки, Вірогідністні 

Нейронні Мережі, і так далі, вимагають вихідного набору даних для того, щоб 

бути коректно відтвореними. 
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Враховуючи це, в процесі виконання дисертаційної роботи було зібрано 

великий масив даних та використано базу даних The Binding Database [90] для 

побудови і розміщення на сайті OCHEM загальнодоступної моделі 

прогнозування інгібуючої здатності відносно PTP1B. Крім того, запропоновано 

досить просту модель фармакофора для попереднього відбору сполук. Такий 

комбінований підхід описано у Розділі 4. 

Розділ 5 присвячено створенню нових оціночних функцій для 

молекулярного докінгу. Хоча функції і не були спеціально створені виключно 

для PTP1B, саме на цьому ферменті вони показують найкращі результати. 
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РОЗДІЛ 2 

ДОСЛІДЖЕННЯ КОНФОРМАЦІЙ AКТИВНОГО ЦЕНТРУ 

ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗИ 1B 

 

2.1. Класифікація конформацій ліганд-зв’язувального центру 

протеїнтирозинфосфатази 1В  

2.1.1. Конформаційні відмінності будови активного центру PTP1B  

при зв’язуванні з інгібіторами 

 

        Рентгеноструктурний кристалографічний аналіз протеїнтирозинфосфатази 

1B, зв’язаної у комплекс із лігандом, виявив, що різноманітні інгібітори можуть 

зв’язуватись з ензимом у свій власний, характерний тільки для кожного з них 

спосіб. Структурно важливі ділянки РТР1B для зв’язування інгібітора є 

відомими [91]. Це залишки амінокислот, які належать до активного центру 

(His214-Arg221, P-петля), WPD-петлі (Thr177-Pro185), петлі впізнавання 

субстрату (Lys36, Val49, Lys120) та допоміжного зв’язувального центру (Tyr20, 

Arg24, His25, Ala27, Phe52, Arg254, Met258, Gly259) (Рис. 2.1).  

 

Рис. 2.1. Структура PTP1B на прикладі ланцюга A (PDB код 1Q6T). 
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Дані рентгеноструктурного аналізу РТР1В, зв’язаної у комплекс із 

різноманітними лігандами, свідчать про значні відмінності, які стосуються 

конформації зв’язувального центру ензиму. Наприклад, велика кількість 

кристалічних структур РТР1B, які надаються за відкритим запитом до Protein 

Data Bank, мають WPD-петлю, яка є закритою по відношенню до активного 

центру, що містить ліганд [46, 53]. На відміну від цього, кристалографічні 

структури РТР1B, зв’язаної в комплекс із іншими лігандами, вказують на те, що 

WPD-петля може залишатися й у відкритому стані [92, 93]. Дослідження 

арильних похідних кетокислот показали, що ці сполуки зв’язують PTP1B, 

переводячи ензим до каталітично неактивної форми, де WPD-петля знаходиться 

у відкритій конформації. Така атака інгібітором, спрямована на ензим з 

відкритою WPD-петлею, приводить до неконкурентного інгібування активності 

РТР1B [92]. Таким чином, конформаційні зміни WPD-петлі та інших ділянок 

біля активного центру PTP1B можуть бути значущими для зв’язування 

інгібіторів [13] та повинні братися до уваги при проведенні комп’ютерного 

моделювання взаємодії між ензимом та інгібітором. 

У цій частині роботі нашою метою було проведення класифікації 

конформацій PTP1B, прийнятних для подальшого in silico докінгу потенційних 

інгібіторів, так як відомо, що комп’ютерні моделювання значною мірою 

залежні від початкових умов розрахунку. Деякі конформації РТР1B, такі як 

1C87 або 1XBO, які мають WPD-петлю в закритому положенні, вже 

використовувались для молекулярного докінгу [81, 94], так само як і 1Q6T [12] 

(комплекс з одним з найбільш об’ємних та найперспективніших інгібіторів). 

Разом з тим, основою для розрахунків також можуть бути кристалічні 

структури РТР1B із відкритою конформацією WPD-петлі, що є близькими до 

конформації ензиму, в якої немає субстрату [78, 95]. Загалом, PTP1B 

представлена більш ніж 100 PDB файлами у RSCB Protein Data Bank [96]. У 

відповідності з наведеними вище даними можна провести молекулярний докінг, 

використовуючи різні конформації білкового рецептора, спираючись на 
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припущення, що подібний варіант комп’ютерного моделювання in silico 

враховуватиме рухливість структури ензиму [97, 98]. Однак не видається 

можливим використання всіх існуючих структур РТР1B для ефективного 

скринінгу. З огляду на це можна було зробити висновок, що наявні дані щодо 

зв’язувальних центрів (у відповідності з PDB-файлами) мають бути розподілені 

на окремі класи, базуючись на факторі подібності профілів конформацій 

зв’язувального центру РТР1B. Цього можна було досягнути шляхом 

кластеризації (групування) усіх конформацій доступних кристалічних структур 

РТР1В. Після цього, як базові структури для молекулярного моделювання, 

можуть бути використані центроїди кластерів (груп), що репрезентують ряд 

конформаційно подібних структур РТР1В у складі кластеру. Окрім того, такі 

дослідження можуть виявляти деякі важливі факти щодо механізмів 

інгібування PTP1B. 

У нашому випадку нам було необхідно мати спеціальний інструмент, який 

би дозволив порівнювати лише обрані частини (активні центри) білкових 

структур. Завданням дослідження було не тільки проведення кластеризації 

існуючих конформацій РТР1В, але також і отримання інформації щодо 

рухливості окремих залишків цього ензиму. З огляду на це інструмент для 

кластеризації із пакету MMTSB [100] був не прийнятним. 

 

2.1.2. Алгоритм порівняння і кластеризації конформацій РТР1В 

Аналіз кристалічних структур протеїнтирозинфосфатази 1B проводився на 

основі нового запропонованого нами підходу і виконувався програмним 

забезпеченням, створеним задля цієї мети. Алгоритм ACTPDBCMP1 (Active Part 

of PDB Comparison) складається із наступних почергових кроків. 

                                                            
1Є наявною як бінарний код (MS Windows) або як C++ вихідний програмний код (GPL), який 
може бути компільований Visual C++ для MS Windows або компільований g++ для Linux. 
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1) Зчитування та впорядкування ланцюгів амінокислотних залишків 

ензиму. 

a. Усі ланцюги зчитуються із заданих PDB-файлів. В одному 

PDB-файлі може бути кількість ланцюгів, яка є більшою за 1. 

b. Ланцюги впорядковуються в алфавітному порядку, 

наприклад, 1Q6M-A, іде перед 1Q6T-B та та нумеруються у 

відповідний спосіб. 

2) Пошук відповідного заданого фрагменту у всіх ланцюгах ензиму. 

Фрагмент може бути представлений як набір залишків амінокислот або 

як окремий PDB-файл. 

a. Вважається, що фрагмент знайдено у ланцюгу в тому разі, 

якщо усі відповідні задані залишки амінокислот будуть знайдені 

(деякі атоми можуть бути відсутніми). Нумерація залишків може 

бути зміщеною, але відносні відстані повинні бути такими ж 

самими (наприклад, Arg24, Arg47, Phe181 (представлені у 

більшості ланцюгів) відповідають Arg524, Arg547, Phe681 або 

навіть Arg1024, Arg1047, Phe1181 у деяких ланцюгах). Фрагмент, 

знайдений у ланцюгу, буде називатися фрагментом ланцюга. 

b. У тому разі, якщо деякі залишки не є знайденими, то ланцюг 

видаляється із подальшого аналізу. 

3) Попарне порівняння усіх знайдених фрагментів ланцюга (у нашому 

випадку 102 · (102 - 1) / 2 = 5151 порівнянь). Це включає в себе наступні 

кроки для кожної пари фрагментів. 

a. Створення карти розташування атомів. 

i. Для кожного атому у фрагменті 1 знаходиться 

відповідний атом у фрагменті 2. Наприклад, CB від Arg47 

відповідає CB від Arg547. У тому разі, якщо спробувати 

знайти відповідний атом для NH1 від Arg47, то ситуація 

представляється у складнішому вигляді. Потрібно взяти до 
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уваги симетрію Arg. У цьому випадку розглядаються 

обидва можливі варіанти розташування атомів (NH1-NH1, 

NH2-NH2) та (NH1-NH2, NH2-NH1), а також постає 

необхідність обрати той один варіант, який надає меншу 

суму відстаней. Така ж сама ситуація спостерігається і у 

випадку Leu, Val, Glu, Asp. Ароматичні залишки Tyr та Phe 

мають дві симетричні пари атомів, CD1/CD2 та CE1/CE2, 

координати розташування яких повинні визначатися 

одночасно. Перелік альтернативних координат 

розташування атомів створений для залишків із симетрією. 

ii. Визначається кількість відповідних пар атомів. У тому 

випадку, якщо атом не має відповідного атому, або у тому 

випадку, коли він має декілька альтернативних варіантів, то 

пара атомів не створюється. 

b. Співставлення структур та розрахунок середнього 

квадратичного відхилення (RMSD). 

i. Геометричні центри фрагментів ланцюгів накладаються 

один на другий. 

ii. Псевдо-довільні орієнтації (генерується 3-вимірна Sobol 

послідовність [101], число залежить від необхідного 

ступеня якості). Це представляє собою спробу проведення 

загальної оптимізації, бо в іншому разі ми будемо здатні 

знайти лише перший локальний мінімум. 

iii. На кожну початкову орієнтацію накладаються дві 

структури у такий спосіб, що середнє квадратичне 

відхилення мінімізується (використовується як повертання, 

так і паралельне переміщення). Середнє квадратичне 

відхилення поміж фрагментами розраховується щодо всіх 

пар відповідних атомів. Ми спробували використовувати 
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різноманітні техніки оптимізації, із яких метод зрівнювання 

за наборами напрямків Пауелла виявив себе як найкращий 

[101]. На кожному кроці оптимізації альтернативне 

визначення координат атомів розглядається для 

симетричних атомів. 

iv. Мінімізоване середнє квадратичне відхилення стає 

середнім квадратичним відхиленням між фрагментами. 

v. Середні квадратичні відхилення розраховуються для 

кожного залишку амінокислот у фрагменті. Вони будуть 

використовуватися для визначення рухливості кожного 

залишку амінокислот. 

4) Створюється матриця середніх квадратичних відхилень між 

залишками амінокислот. Наприклад, D [1, 2] середнє квадратичне 

відхилення поміж ланцюгами 1 та 2 (упорядкованих на кроці 1). Це 

називається матрицею подібностей. Вона використовується для 

кластерного аналізу. 

5) Кластерний аналіз. Стандартний кластерний аналіз базується на 

OCLINK із IMSL (International Mathematical and Statistical Libraries) 

(102). Він проводить ієрархічний кластерний аналіз з урахуванням 

взаємозв’язків. Обирається попередньо обумовлена кількість кластерів. 

6) Визначається рухливість кожного залишку амінокислот. Рухливість 

залишку амінокислоти представляє собою середнє значення середнього 

квадратичного відхилення залишку амінокислоти (Крок 3.b.v). Це 

значення є усередненим поміж усіх пар фрагментів ланцюга (у нашому 

випадку - 5151 пар).  

7) PDB-файли для кожної пари накладених один на одного фрагментів 

можуть бути генеровані за бажанням (для центроїдів кластерів). 
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Найбільш подібними до програми ACTPDBCMP є програми типу засобу 

для проведення кластеризації MMTSB [101], підхід матриць різниць відстаней 

(DDM) [103]. Засіб проведення кластеризації MMTSB було створено для 

проведення аналізу конформацій, генерованих пакетом MMTSB. Немає ясності 

щодо того, чи буде цей засіб проведення кластеризації здатним справлятися з 

відсутніми або симетричним атомами. Разом з тим, програма ACTPDBCMP 

здатна надавати пари накладених одна на іншу структур у PDB-форматі та 

вимірювати рухливість окремих залишків. Програма бере до розрахунку усі 

атоми із обраного протеїнового фрагменту з метою визначення рухливості 

залишків амінокислот, у той час як DDM представляє структуру білка у вигляді 

відстаней поміж Сα або між іншими атомами скелету. Ми повинні брати до 

уваги всі атоми із тієї причини, що ми розглядаємо конструкцію набору із 

представлених жорстких структур для проведення комплексного докінгу. 

Залишки амінокислот як у каталітичному зв’язувальному центрі, так і в 

сусідньому зв’язувальному центрі РТР1B (ланцюг A) від 1Q6T [53] було обрано 

як шаблон для пошуку всіх інших файлів. Ця закристалізована структура є 

комплексом РТР1В, що містить досить перспективний інгібітор – 

арилдифлуорометилфосфонову кислоту, який також накриває і вторинний 

арилфосфатний зв’язувальний центр ензиму. В область для розрахунків було 

також включено WPD-петлю РТР1В, яка відіграє важливу роль в каталітичному 

механізмі ензимної активності [83, 104]. Залишки, які знаходяться на відстані 

до 5Å від молекули інгібітора та від залишків амінокислот WPD-петлі ензиму, 

створили результуючий фрагмент РТР1В, який складався з 32 залишків 

амінокислот.  

Програму Swiss PDB-Viewer [99] було використано для візуалізації 

центроїдів, отриманих за допомогою ACTPDBCMP, які були накладені один на 

інший. 
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2.1.3. Рухливість амінокислотних залишків PTP1B 

 

Відомо, що кристалічні структури РТР1B використовуються для 

інтерпретації механізмів каталізу ензимом, а також як структурна основа для 

пошуку перспективних інгібіторів [41, 46, 53]. Ми знайшли 112 PDB файлів, 

обраних на запит ‘PTP1B’, який було зроблено у RSCB Protein Data Bank [96]. 

При цьому 21 файл не було прийнято або акцептовано нашим програмним 

забезпеченням. Деякі зі структур мали мутації в регіоні свого активного центру, 

а деякі з них фактично не були протеїнтирозинфосфатазою 1B (наприклад, 

2FET). 102 фрагменти (активних центрів) було знайдено серед 91 структури, що 

залишилися. 

Використовуючи програму ACTPDBCMP, було проведено аналіз 

відмінностей поміж кристалічними структурами протеїнтирозинфосфатази 1B. 

Виходячи із розрахунків та базуючись на аналізі кристалічних структур, було 

визначено рухливість залишків амінокислот PTP1B, які можуть бути 

важливими для зв’язування інгібітора. Таблиця 2.1. демонструє внесок кожного 

залишку до загальної варіативності конформацій. Таблиця супроводжується 

Рис. 2.2, де амінокислотні залишки пофарбовані відповідно до власної 

рухливості.  

Таблиця 2.1 

Залишки амінокислот активного центру кластерів 1-7, упорядковані 

за їх власною рухливістюa 

 

Залишок 

амінокислоти 

Середнє 

RMSD, 

Å 

Середнє 

RMSD, 

% 

Максимальне 

RMSD, Å 

Max. RMSD  

PDB files 

Min. 

RMSD, 

Å 

Min. RMSD  

PDB files 

Phe182 4,56 100,0 9,09 2CMC 1JF7 0,04 2FJM-B 2FJM 

Asp181 3,54 77,7 7,49 3I7Z 1NNY 0,04 2F71 2F6T 

Arg47 2,43 53,4 8,48 1OES 1NL9 0,07 2FJM-B 2FJM 
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Продовження табл. 2.1 

Залишок 

амінокислоти 

Середнє 

RMSD, 

Å 

Середнє 

RMSD 

% 

Макс. RMSD, 

Å 

Maкс. RMSD,  

PDB files 

Min. 

RMSD, 

Å 

Min. RMSD, 

 PDB files 

Lys120 2,35 51,6 6,42 2FJN 1JF7 0,04 2F6Z 2F6V 

Asp48 2,01 44,1 7,86 1T48 1OEM 0,05 3I80 1ECV 

Arg24 1,65 36,2 3,96 1LQF-C 1JF7 0,08 2FJM-B 2FJM 

Tyr46 1,44 31,7 6,94 2FJN-B 1OES 0,05 2QBS 2QBQ 

Pro180 1,42 31,1 2,95 1NNY 1KAK 0,04 2F6V 2F6T 

Gly183 1,41 30,9 2,92 1JF7 1C85 0,03 2F6Z 2F6V 

Gly218 1,36 29,9 6,93 2HNP 1OES 0,02 2ZN7 2QBP 

Ile219 1,30 28,5 6,70 1OEM 1G7F 0,03 2FJM-B 2FJM 

Gln262 1,29 28,3 3,25 3I80 2HNP 0,04 2FJM-B 2FJM 

Pro185 1,19 26,0 2,42 3CWE 2CM3-B 0,05 2FJM-B 2FJM 

Trp179 1,12 24,6 3,09 2HNP 1Q6P-B 0,03 2F71 2F6T 

Val184 1,09 24,0 2,40 3CWE 2HNP 0,04 2F6V 2F6T 

Thr178 1,00 21,9 2,27 2CNE 1T48 0,04 2F71 2F6T 

Asp29 0,94 20,5 2,74 2CNE 1G7F 0,06 2FJM-B 2FJM 

Val49 0,89 19,5 3,49 1OEM 1L8G 0,04 2HB1 2CNH 

Ala217 0,87 19,2 4,13 2HNP 1OES 0,03 2F71 2F6V 

Thr177 0,86 18,8 1,95 1OES 1G7G 0,04 2F6Z 2F6T 

Arg254 0,85 18,6 3,79 1Q6S 1OES 0,06 2F71 2F6T 

Arg221 0,77 17,0 1,55 2CNH 1OEM 0,04 2F71 2F6T 

Ser216 0,75 16,4 2,60 2HNP 1OES 0,03 2F6V 2F6T 

Ser28 0,72 15,7 1,59 2CM3-B 1BZJ 0,05 2F6Y 2F6T 

Met258 0,70 15,3 2,11 2F6T 1OEM 0,04 2FJM-B 2FJM 

Gly220 0,69 15,2 2,37 1Q6N 1OES 0,02 2F6V 2F6T 

Ala27 0,67 14,7 1,92 2CMB 1OES 0,03 2F6V 2F6T 
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Продовження табл. 2.1 

Залишок 

амінокислоти 

Середнє 

RMSD, 

Å 

Середнє 

RMSD 

% 

Макс.  

RMSD, Å 

Maкс. RMSD,  

PDB files 

Min. 

RMSD, 

Å 

Min. RMSD,  

PDB files 

Phe30 0,65 14,2 1,88 1OES 1KAK 0,06 2F6V 2F6T 

Gly259 0,64 14,1 1,85 1OEM 1C84 0,04 2F71 2F6V 

Ser222 0,63 13,7 1,54 2CNH 1OES 0,04 2ZN7 2NT7 

Phe52 0,62 13,6 1,79 3CWE 1OEM 0,05 2FJM-B 2FJM 

Cys215 0,61 13,4 1,65 3D9C 2QBP 0,04 2F6V 2F6T 

 

П р и м і т к а a Представлено середні значення RMSD для всіх 

конформацій, так само як і максимальні та мінімальні значення RMSD, а також 

пари відповідних PDB-структур. Позначення –B, -C, –D– означають ланцюги B, 

C, D у відповідних PDB-файлах. 

 

 

Рис. 2.2 Рухливість залишків амінокислот на прикладі ланцюга A у 

структурі 1Q6T. Червоний – висока ступінь рухливості (≥ 2  Å); жовтий – 
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середня ступінь рухливості (між 1 та 2 Å); зелений – низька ступінь рухливості 

(< 1  Å); білий – інгібітор 21a [12]. 

 

В Таблиці 2.1 представлено середні квадратичні відхилення для всіх 

залишків амінокислот, які належать до частини ланцюгу РТР1B, що 

досліджувалась. Окремо від абсолютних та відносних середніх відхилень 

представлено максимальні та мінімальні значення щодо відповідних пар 

кристалічних структур. Як показано в Таблиці 2.1, найбільш рухливими 

залишками амінокислот є Phe182 та Asp181, які розташовані приблизно 

посередині WPD-петлі. Рухи та рухливості WPD-петлі відносно Phe182 та 

Asp181 є значущими для механізму зв’язування субстрату та його 

дефосфорилювання під час каталітичного циклу [83, 104, 105].  

У структурі РТР1B, позбавленої ліганду, WPD-петля знаходиться у 

відкритій конформації. Після зв’язування субстрату WPD-петля закривається, 

переводячи залишок Asp181 у положення, яке дозволяє йому брати участь у 

каталізі. Рухливість так званої YRD-петлі (залишки амінокислот Tyr46-Asp48), 

яка може бути залучена до зв’язування фосфотирозинового субстрату [46, 53, 

105, 111], є значно збільшеною у порівнянні із рухами залишків амінокислот 

активного центру 214-221, включаючи каталітичний Cys215. У кристалічних 

структурах РТР1B, положення залишку Arg47 можуть бути досить зміщеним. 

Це відповідає експериментальним результатам стосовно того, що боковий 

ланцюг Arg47 може бути у двох різних конформаціях для того, щоб 

забезпечити гідрофобні взаємодії із пептидним субстратом [54].  

Залишок амінокислоти Lys120, розташований біля активного центру, 

також може піддаватися значним конформаційним змінам. Lys120 належить до 

іншої рухливої петлі 110-121 [47], а це, в свою чергу, пояснює рухливість цього 

залишку. Петля розташована на певній відстані від активного центру ензиму та 

може слугувати потенційним джерелом селективності для інгібіторів [47]. 

Помірні зміни спостерігаються для залишків Phe52, Gly259, Ala27, Met258 та 
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Arg254, які утворюють вторинний центр зв’язування [108]. На противагу цьому, 

Arg24, належачи до того ж самого вторинного центру, розташований на 

початку переліку залишків амінокислот, які утворюють цей центр. 

 
2.1.4. Класифікація конформацій РТР1В 

 

Після вивчення рухливості залишків амінокислот нами було проведено 

порівняння 102 активних ділянок протеїнтирозинфосфатази 1B за допомогою 

програми ACTPDBCMP, яка була використана з метою розподілу схожих 

структур на декілька груп. Після проведення ієрархічного кластерного аналізу 

кількість кластерів було обмежено до 5. Ця кількість була придатною для 

подальшого моделювання. Таблиця 2.2 характеризує кластери та центроїди, які 

є структурами із мінімальною сумою відстаней по відношенню до всіх інших 

структур у кластері. Фактично нами було отримано 7 кластерів, два з яких 

представлені одним або двома PDB-файлами.  

 

Таблиця 2.2 

Кластери PDB структурa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Кластер 
Центроїд 
(PDB код) 

Кількість 
структур 

RMSD від 
вільного від 
ліганду 2HNP 

(Å) 

WPD-
петля 

1 2HNPb 1 0 Відкрита 

2 1OEMc 2 2,84 Відкрита 

3 1NL9 7 1,37 Відкрита 

4 1PH0 15 1,02 Відкрита 

5 2CNF 22 2,39 Закрита 

6 1Q6M 11 2,51 Закрита 

7 2CM8 44 2,23 Закрита 
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П р и м і т к а.a  Кластери включають у себе наступні PDB-структури: 1) 

2HNP; 2) 1OEM, 1OES; 3) 1JF7-A, 1NL9, 1NNY, 1NO6, 1T48, 2CM2, 2F6F; 4) 

1BZH, 1G7F, 1NZ7, 1ONY, 1ONZ, 1PH0, 1PYN, 1T49, 1T4J, 2CM3-A, 2CM3-B, 

3A5J, 3D9C, 3EAX, 3EB1; 5) 1BZC, 1G7G, 1JF7-B, 1LQF-A, 1LQF-B, 1LQF-C, 

1LQF-D, 1PXH, 2CM7, 2CMA, 2CMB, 2CMC, 2CNE, 2CNF, 2CNG, 2CNI, 2VEU, 

2VEV, 2VEW, 2VEX, 2VEY, 3I7Z; 6) 1Q6J, 1Q6M, 1Q6N-A, 1Q6P-B, 1Q6S-B, 

1Q6T-B, 2FJM-A, 2FJM-B, 2FJN-A, 2FJN-B, 3CWE; 7) 1BZJ, 1C83, 1C84, 1C85, 

1C87, 1C88, 1ECV, 1KAK, 1KAV, 1L8G, 1Q1M, 1Q6N-B, 1Q6P-A, 1Q6S-A, 

1Q6T-A, 1QXK, 1SUG, 1WAX, 1XBO, 2AZR, 2B07, 2BGD, 2BGE, 2CM8, 2CNH, 

2F6T, 2F6V, 2F6W, 2F6Y, 2F6Z, 2F70, 2F71, 2H4G, 2H4K, 2HB1, 2NT7, 2NTA, 

2QBP, 2QBQ, 2QBR, 2QBS, 2ZMM, 2ZN7, 3I80; bвільна від ліганду форма 

ферменту; cокиснена форма ферменту. 

 

Важливо відзначити факт того, що кристали 1OEM, 1OES та 2HNP є 

відмінними від усіх інших PDB-структур. Структури 1OEM та 1OES, які 

представляють окиснену форму ензиму, були виокремленні до спеціального 

кластеру. Цей факт було виявлено нашим програмним забезпеченням. 2HNP 

(ензим без ліганду) також утворює спеціальний окремий кластер. Це означає, 

що ензим, який не взаємодіє із жодним лігандом, також є значною мірою 

відмінним від будь-якої іншої конформації комплексу ензим-ліганд. Розрахунки 

виявили факт того, що деякі фрагменти, які відносяться до різних ланцюгів 

одного і того ж ферменту, з’являються у різних кластерах (1Q6M, 1Q6P, 1Q6S, 

1Q6T). Це може траплятися через конформаційні зміни Lys120 та інколи Arg47. 

Для ілюстрації відмінностей два центроїди кластерів РТР1B показані 

накладеними один на одного (Рисунок 2.3).  
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Рис.2.3. Суперпозиція конформацій активних центрів центроїдів 1Q6M та 

1NL9 (зафарбовано в зелений колір). У цьому випадку представлено найбільшу 

відмінність між центроїдами (RMSD = 2.63 Å). 

Конформації ензиму, які репрезентують кластери, можуть відрізнятися 

положенням бокового ланцюга залишків Arg47 та Lys120, проте найбільше 

зміщення спостерігається для залишків WPD-петлі. Кристалографічні дані 

протеїнтирозинфосфатази 1B, які відносяться до кожного окремого кластеру, 

демонструють відкриту або закриту конформацію WPD-петлі (Таблиця 2.2). 

Відстань поміж Cα-атомами Phe182 та Gly218, так само як і поміж Trp179 та 

Arg221, є важливим критерієм щодо конформаційних змін цієї рухливої петлі 

[83, 104]. Ми також проконтролювали значення двогранних кутів ψ та φ 

амінокислотних залишків Trp179, Phe182 та Gly183. Таблиця 2.3 надає 

інформацію щодо конформації WPD-петлі центроїдів кластерів та деяких інших 

важливих PDB-структур.  
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Таблиця 2.3 

Важливі відстані та двогранні кути, які характеризують конформацію 

WPD-петлі 

 

  Клас-

тер 

PDB 

кодa 

Phe18

2(Cα)

–

Gly21

8(Cα) 

Trp17

9(O)–

Arg22

1(Nγ) 

Trp179 Phe182 Gly183 Trp179 Phe182 Gly183 

WPD 

Петля 

1 2HNP 16,51 4,83 -65,31 -133,72 71,08 134,02 159,95 -168,53 Відкрита 

2 1OEM 13,42 4,59 -67,41 -119,29 73,38 127,19 145,86 -149,72 Відкрита 

3 1NL9 16,75 5,04 -66,03 -133,08 63,74 130,21 154,24 -145,57 Відкрита 

4 1PH0 16,39 4,89 -71,16 -132,31 67,91 128,72 155,16 -151,37 Відкрита 

5 2CNF 11,89 2,92 -104,44 59,62 -125,18 108,35 22,16 -170,15 Закрита 

6 1Q6M 11,62 2,94 -125,92 57,94 -110,75 104,53 13,43 -163,02 Закрита 

7 2CM8 11,57 2,88 -114,69 60,42 -114,30 104,25 16,07 -167,80 Закрита 

7 1Q6T-A 11,72 3,01 -127,90 63,20 -122,78 99,01 23,69 -168,52 Закрита 

7 1Q6T-B 11,48 2,91 -125,05 53,00 -113,61 94,88 21,39 -161,26 Закрита 

 

П р и м і т к а. a 1NL9, 1PH0, 2CNF, 1Q6M, 2CM8 – центроїди кластерів; У 

випадку 1Q6T демонструється відмінність між ланцюгами A та B. 

 

Загалом, існує велика відмінність поміж конформаціями центроїдів із 

відкритою та закритою WPD-петлею, яка також може бути доповненою 

відмінностями у бокових ланцюгах, як у випадку залишку Arg47, так і в разі 

залишку Lys120 (Рис. 2.4). Відмінність поміж кластерами, які належать до 

однієї і тієї ж групи, не є такою ж значною, але вона є помітною. Відмінності у 

значеннях двогранних кутів досягають 10°; середнє квадратичне відхилення 

поміж 1NL9 та 1PH0 (центроїди із відкритою петлею) дорівнює 0,69 Å.  
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Рис. 2.4. Суперпозиція конформацій активних центрів центроїдів кластерів 

2CM8 (зелений) та 1Q6M із закритою WPD-петлею. Найбільша відмінність 

спостерігається для Lys120. Також деякі відмінності є помітними для Arg47. 

 

Відмінності поміж 1Q6M та 2CM8 (центроїди із закритою петлею) є навіть 

більшими, із середнім квадратичним відхиленням, яке дорівнює 0,99 Å, проте 

відмінність поміж двогранними кутами не є такою значущою. У цьому випадку 

відмінність поміж конформаціями залишків Lys120 є найбільшою (Рис. 4), тоді 

як у випадках із відкритими петлями (1NL9 та 1PH0), або іншому випадку із 

парою центроїдів із закритою петлею (2CM8 та 2CNF – відстань складає лише 

0,49 Å), цей вплив створює Arg47 (Рис. 5). Варто відзначити факт того, що у 

всіх випадках конформації комплексів були значною мірою відмінні від 

вільного ензиму (2HNP), який утворив окремий кластер (середнє значення 

середнього квадратичного відхилення від усіх інших структур складає 2,06 Å). 

Це робить комп’ютерне конструювання на основі зв’язувальних конформацій 

структури вільного ензиму, як це припускалося раніше [98], дещо 
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проблематичним з причини індукованого вбудовування, тобто суттєвої зміни 

конформації протеїну під впливом інгібітора. 

 

 

Рис. 2.5 Схематичне накладання один на одного активних центрів 1PH0 та 

1NL9 (зелений) центроїдів кластерів із відкритою WPD-петлею. Відмінність 

поміж залишками амінокислоти Arg47 чітко помітна. Також наявні деякі 

відмінності щодо положення WPD-петлі (Asp181). 

 

Впродовж останнього десятиліття викоритсання молекулярного докінгу 

свідчить про наявність перспективного in silico інструменту для проведення 

скринінгу потенційно біологічно активних молекул [109]. Однак, експерименти 

з докінгу продемонстрували, що рухливість білка та зміна його конформації 

після зв’язування ліганда можуть впливати на точність результатів [105]. У 

випадку PTP1B інгібітори можуть зв’язуватись в активному центрі ензиму та 
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можуть взаємодіяти як із закритою, так відкритою WPD-петлею. Положення 

інших залишків може також бути важливим для зв’язування інгібітора з 

поверхнею ензиму, наприклад, у регіоні, який містить залишки Arg47, Asp48, 

Lys120, та Arg24 [106, 108, 110]. Точність докінгу можна підвищити шляхом 

знаходження і використання такої кристалічної структури РТР1B, яка б 

забезпечувала найнижчу енергію докінгу для ліганду. Ми припустили, що у 

випадку, подібному до випадку PTP1B, для якої існує значна кількість 

кристалографічних даних, можливо і необхідно використовувати комплексний 

підхід для проведення докінгу. Очевидно, всі існуючі конформації активного 

центру мають бути кластеризовані за їх подібністю, а надалі центроїди 

кластерів можуть бути використані як складові структур ймовірних комлексів. 

Очевидно, всі центроїди повинні бути розглянуті під час проведення 

комп’ютерного скринінгу для побудови певним чином узгодженої моделі. 

Стратегією досліджень може також бути комбінування кластеризації із 

об’єднаною характеристикою білкової молекули, яка генерується, виходячи із 

накладених одна на одну структур сукупності [107]. У тому випадку коли 

кластеризація структур була проведена спочатку, об’єднана характеристика 

білка може бути генерована для кожного кластера, що, у свою чергу, може 

зробити завдання простішим з точки зору комп’ютерної проробки. 

 

2.2. Аналіз конформаційної рухливості петлі 110-120 РТР1B 

 

У попередньому розділі було використано нові підходи для кластеризації 

конформацій активного центру протеїнтирозинфосфатази 1B [113]. Фрагмент, 

який було піддано аналізу, включав у себе зону, в якій знаходяться 

каталітичний залишок Cys215, WPD-петля та вторинний зв’язувальний центр з 

амінокислотними залишками Arg24, His25, Ala27, Phe52, Arg254, Met258 і 

Gly259.  



57 

 

Виявилося, що залишок Lys120 в структурі РТР1В є високорухливим 

(значення RMSD за результатами обрахунку 109 конформацій складало 2,53Å). 

Цей залишок Lys120, що належить до петлі 110-120 [54], розташований поблизу 

R-петлі, яка була ідентифікована як важлива структурна ознака РТР1B за 

результатами дослідження методом молекулярної динаміки [104]. Висока 

ступінь рухливості Lys120 [113], який розташований на початку петлі 110-120, 

підтримує ідею того, що петля 110-120 може також відігравати певну роль у 

функціонуванні РТР1B [104]. Дійсно, WPD-петля та петля 110-120 виглядають, 

як два великих фрагменти, які локалізуються біля входу до каталітичної кишені 

РТР1В (Рис. 2.6). 

 

 

Рис. 2.6 WPD-петля (відкрита конформація) та петля 110-120 (стандартна 

конформація) локалізовані біля активного центру PTP1B (РDB-код кристалу 

1PH0). 
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У попередніх розрахунках конформаційних особливостей РТР1В нами 

було використано 32 залишки амінокислот у каталітичному центрі та в 

сусідньому зв’язувальному центрі PTP1B поряд із залишками амінокислот, які 

належать WPD-петлі [53]. У цій частині наших досліджень область для аналізу 

було збільшено шляхом додавання петлі 110-120, а також сусідніх залишків 

амінокислот 121-125 з метою з'ясування конформаційних особливостей петлі 

110-120 та рухливості окремих залишків амінокислот цієї петлі РТРB. 

 

2.2.1. Аналіз рухливості амінокислотних залишків,  

що належать до петлі 110-120 

 

Аналіз кристалічних структур РТР1B був проведений із використанням 

програми ACTPDBCMP (Active Part of PDB Comparison) [113], яка проводить 

пошук певних фрагментів у всіх PDB-файлах, будує матрицю відстаней 

знайдених фрагментів (середнє квадратичне відхилення усіх атомів фрагменту), 

а потім проводить ієрархічний кластерний аналіз. Центроїди знайдених 

кластерів представлені найбільш типовими конформаціями залишків 

амінокислот фрагменту. 

На час проведення досліджень сукупність, яка складалася із 113 PDB 

файлів, була обрана на запит ‘PTP1B’ у базі даних RSCB Protein Data Bank. 25 

файлів не були прийняті нашим програмним забезпеченням. Деякі з них мають 

мутації у регіонах своїх активних центрів, деякі з них фактично і не були 

PTP1B (наприклад, 2FET), а у деяких бракувало певних залишків амінокислот. 

98 фрагментів (центрів) було знайдено у 88 PDB файлах, що залишилися.  

Використовуючи базу даних із 88 PDB-файлів, ми визначили рухливість 

залишків амінокислот РТР1B, включаючи амінокислотні фрагменти петлі 110-

120. Середні квадратичне відхилення для усіх залишків амінокислот, які 

належать до цієї області PTP1B, надані в Таблиці 2.4. Одержані результати 

демонструють наявність суттєвого внеску залишків амінокислот петлі 110-120 
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до загальної варіативності конформацій. Окремо від абсолютних та відносних 

середніх відхилень, представлено максимальні та мінімальні значення разом із 

відповідними парами кристалічних структур. Як це показано в Таблиці 1, 

найрухливішими залишками амінокислот, що належать до петлі 110-120, є 

залишки Glu115, Leu119, Ser118, Lys120, Gly117 та Met114, які розташовані 

посередині та збоку цієї петлі. У порівнянні з цим, рухливість залишків 

амінокислот з іншого боку петлі 110-120 (Arg112, Asn111 та Val113) є значно 

меншою. Помірні зміни спостерігаються і для Leu110, який розташований у 

кінці переліку. Необхідно зазначити, що Leu119 розглядається як визначальний 

фактор селективності поміж PTP1B та TC-PTP [54]. Цей залишок амінокислоти 

взаємодіє із об’ємними інгібіторами, а його рухливість може визначати 

селективність інгібування.  

Таблиця  2 .4  

Аналіз залишків амінокислот, упорядкованих за їх рухливістюa 

 

Залишок 

Середнє 

значення 

RMSD, Å 

Середнє 

значення 

RMSD % 

Макс. 

RMSD, 

Å 

Макс. RMSD  

PDB файли 

Мін. 

RMSD, 

Å 

Мін. RMSD  

PDB файли 

Phe182 4,64 100,0 9,43 1Q6T-B 1JF7 0,04 2F71 2F6V 

Lys116 4,00 86,3 11,73 1Q6N 1BZH 0,06 2QBS 2QBQ 

Asp181 3,63 78,3 7,70 3I7Z 1NNY 0,04 1LQF-C 1LQF-B 

Glu115 3,57 77,1 11,37 1Q6J 1BZH 0,04 2F6Z 2F6T 

Leu119 3,43 74,1 9,81 1Q6P 1Q6J 0,04 2F6Z 2F6T 

Arg47 2,56 55,2 8,69 1OES 1NL9 0,08 1Q6M 1Q6J 

Asp48 2,24 48,4 7,81 1Q6P 1OEM 0,07 3I80 1WAX 

Ser118 2,17 46,8 7,67 2FJN-B 1Q6T-B 0,03 2F71 2F6T 

Lys120 2,08 44,9 6,36 2FJN 1JF7 0,05 2F70 2F6V 

Gly117 1,94 41,8 7,71 2FJN 1Q6N 0,06 2F6V 2F6T 

Met114 1,87 40,4 7,28 1Q6N 1LQF 0,04 2F71 2F6T 
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Продовження  табл .  2 .4  

Залишок 

Середнє 

значення 

RMSD, Å 

Середнє 

значення 

RMSD % 

Макс. 

RMSD, 

Å 

Макс. RMSD  

PDB файли 

Мін. 

RMSD, 

Å 

Мін. RMSD  

PDB файлти 

Arg24 1,68 36,1 4,07 1LQF-C 1JF7 0,10 2ZN7 2ZMM 

Tyr46 1,67 36,0 6,94 2FJN-B 1OES 0,04 2QBS 2QBQ 

Gly218 1,66 35,8 7,08 3SME 1JF7 0,03 2ZN7 2QBP 

Ile219 1,61 34,8 7,01 3SME 1PH0 0,04 2ZMM 2QBR 

Gly183 1,57 33,8 3,19 1JF7 1C84 0,03 2F6Z 2F6V 

Pro180 1,48 31,8 3,28 2FJN 1JF7 0,05 2F6V 2F6T 

Pro185 1,40 30,3 2,93 2CNE 1OEM 0,04 1LQF-C 1LQF 

Arg112 1,39 29,9 4,15 1Q6N 1LQF-D 0,07 2VEX 2VEV 

Gln262 1,29 27,8 3,01 1SUG 1OEM 0,07 1LQF-C 1LQF-B 

Val184 1,20 25,9 2,61 2CNE 1OEM 0,04 2F6V 2F6T 

Trp179 1,18 25,4 2,85 1Q6N 1G7F 0,03 2QBS 2QBQ 

Ala217 1,02 21,9 4,28 3SME 1JF7 0,03 2CNE 1Q6S 

Gln123 0,95 20,5 2,24 2FJN-B 1OEM 0,05 2VEX 2CNI 

Asp29 0,93 20,2 2,63 2CNE 1G7F 0,09 2HB1 2H4G 

Arg254 0,92 19,8 3,67 1Q6N-B 1OES 0,05 2F71 2F6T 

Thr178 0,89 19,3 1,90 2CNE 1NL9 0,03 2F71 2F6T 

Asn111 0,86 18,6 1,43 1Q6P-B 1OEM 0,04 2QBS 2QBR 

Val113 0,83 17,9 2,39 1Q6M 1JF7 0,02 2F6V 2F6T 

Val49 0,82 17,7 3,11 1OEM 1LQF 0,06 2F70 2CM8 

Ser216 0,77 16,6 2,58 3SME 3D9C 0,04 2F6V 2F6T 

Arg221 0,76 16,3 1,53 3D9C 2FJN 0,03 2F71 2F6T 

Cys121 0,73 15,6 2,19 1Q6P-B 1OES 0,04 2F71 2F6T 

Thr177 0,72 15,5 1,40 2FJN-B 2CNF 0,04 2F6Z 2F6T 

Ser28 0,71 15,3 1,72 2CMB 1OES 0,04 2F6Y 2F6T 
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Продовження  табл .  2 .4  

Залишок 

Середнє 

значення 

RMSD, Å 

Середнє 

значення 

RMSD % 

Макс. 

RMSD, 

Å 

Макс. RMSD  

PDB файли 

Мін. 

RMSD, 

Å 

Мін. RMSD  

PDB файлти 

Gly120 0,68 14,6 2,38 3SME 1Q6P-B 0,02 2F6V 2F6T 

Met258 0,67 14,4 1,93 1Q6P-B 1OEM 0,05 2CNH 2CMB 

Ala27 0,66 14,2 2,01 2CMB 1OES 0,03 2CM7 1BZC 

Phe30 0,65 14,0 1,65 1Q6J 1OES 0,05 2ZMM 2H4K 

Tyr176 0,63 13,7 1,36 1Q6M 1OES 0,03 2F6Z 2F6T 

Gly259 0,63 13,6 1,86 1SUG 1OEM 0,03 2F6W 2BGD 

Ala122 0,63 13,6 2,16 2FJN-B 1OEM 0,04 2ZN7 2ZMM 

Phe52 0,56 12,1 1,56 1Q6J 1OES 0,05 2F6V 2F6T 

Trp125 0,55 11,8 1,74 2FJN-B 1OEM 0,04 2ZN7 2B07 

Cys215 0,51 10,9 1,51 3D9C 1Q6N 0,02 2F6V 2F6T 

Tyr124 0,50 10,7 1,64 2FJN-B 1OEM 0,03 2F71 2F6T 

Ser222 0,48 10,4 1,05 2CNH 1OES 0,03 2VEV 2QBP 

Leu110 0,44 9,5 1,17 2VEU 1OEM 0,03 2F6V 2F6T 

 

П р и м і т к а.a Представлено середні значення середнього квадратичного 

відхилення (RMSD) для усіх конформацій, так само як і максимальне та 

мінімальне середнє квадратичне відхилення (RMSD) та відповідні пари PDB 

файлів членів сукупності. Позначення –B, -C, –D означають ланцюги B, C, D у 

відповідних PDB файлах. 

 

2.2.2. Типи конформацій петлі 110-120 

 

Аналіз 98 мономерних форм протеїнтирозинфосфатази 1B, які включали 

область петлі 110-120, за допомогою програми ACTPDBCMP свідчить про 
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можливість 6 груп (кластерів) схожих конформацій. Об’єднані результати 

представлено в Таблиці 2.5. Вони визначаються двома конформаціями WPD-

петлі та 4 конформаціями петлі 110-120. Кластер 3 являє собою кластер 

окиснених структур, який має дещо відмінні конформації від кластеру 2. 

Основна відмінність поміж кластерами 2 та 3 полягає у конформаціях залишків 

Tyr46 та Arg47. Відмінність поміж кластерами 5 та 6 основним чином полягає у 

положеннях бокових ланцюгів (вона досягає 11,74 Ǻ у випадку Met114). У 

цьому випадку Met114 та Glu115 зорієнтовані у протилежних напрямках. 

Структури цих кластерів виглядають подібними, але струтура кластера 6 

зміщена посередині у порівнянні із кластером 5, що в свою чергу приводить до 

протилежної орієнтації бокових ланцюгів амінокислотних фрагментів. 

 

Таблиця  2 .5  

Кластери PDB структур 

 

Кластер 

Центроїд  

(PDB 

код) 

Кількість 

структур

RMSD 

від  

2CM8(Å)

WPD 

петля 

Конформація 

петлі 

110-120 

Коментарі

1 2CM8 66 0 Закрита 1  

2 1PH0 21 1,88 Відкрита 1  

3 3SME 3 2,75 Відкрита 1 Окиснена 
форма 

4 1Q6P-B 5 2,31 Закрита 2  

5 1Q6N-A 1 2,86 Закрита 3  

6 1Q6T-B 2 2,99 Закрита 4  

 

 Як видно з Таблиці 2.5, незважаючи на те, що петля 110-120 є досить 

рухливою, вона має ту ж саму конформацію у більшості випадків. Конформація 
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петлі 110-120 першого кластеру, із 2CM8 як центроїду, є найбільш типовою 

конформацією та надалі буде називатися стандартною конформацією. Ця 

конформація є конформацією β-стандартного типу із двома водневими 

зв’язками поміж Glu115 та Ser118, та із водневим зв’язком поміж Val113(O) і 

Lys120. Окрім того, ця конформація стабілізується додатковими внутрішніми та 

зовнішніми водневими зв’язками. Внутрішні водневі зв’язки формуються 

залишком Arg112. Вони включають зв’язок поміж OE2 атомом Glu115 та N 

атомом Arg112, а інший зв’язок знаходиться поміж ND атомом Asn111 та O 

атомом Arg112. Найцікавішим серед зовнішніх зв’язків є сольовий місток 

поміж залишками Glu115 і Arg221 (Рис. 2.7).  

 

 

 

Рис. 2.7. Взаємодія між петлею 110-120 та залишками амінокислот PTP1B 

(PDB-код 2CM8, кластер 1). 
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У випадку відкритої WPD-петлі (кластер 2) додаткові водневі зв’язки 

утворюються залишком Arg112. Гуанідинова група Arg112 взаємодіє із Met114 

(CO група) та карбоксильною групою Asp181. У цій конформації фенільна 

група Phe182 стає ближче до бокового ланцюга Lys116 (Рис. 2.7), тим не 

менше, відстань є більшою за необхідну для утворення π-спряження. Обидві 

петлі (WPD-петля та петля із залишків амінокислот 110–120) забезпечують 

відкритим вхід до активного центру РТР1В. 

Суперпозицію чотирьох конформацій петлі 110-120 представлено на Рис. 

2.8. Із рисунка видно, що нестандартні конформації петлі 110-120 

спостерігаються виключно тоді, коли WPD-петля знаходиться в закритому 

стані. Обидві петлі функціонують біля каталітичного центру ензиму [112, 115], 

беручи участь у впізнаванні субстрату та у його зв’язуванні. WPD-петля є 

значно більш рухливою, проходячи відстань поміж відкритим та закритим 

станами. При цьому петля 110-120 є стабільнішою. Попередньо було зроблено 

припущення [104], що залишки амінокислот Val113-Ser118 є важливими для 

руху WPD-петлі. Тим не менше, зміна між початковим та кінцевим станом R-

петлі, яка демонструє рух у бік активного центру, є порівняно малою (меншою 

за 1 Ǻ). 

У відповідності до наших результатів розрахунків кристалічних структур, 

петля 110-120 має стандартну конформацію, яка змінюється тільки час від часу. 

Вона залишається в стандартному положенні тоді, коли WPD-петля є 

відкритою. Тим не менше, петля може змінювати свою конформацію, але це 

трапляється у разі утворення комплексів із певними об’ємними інгібіторами. 

WPD-петля у всіх таких випадках є закритою.  

Три нестандартні конформації петлі 110-120 спостерігаються виключно 

для обмеженої кількості структур. Це також ілюструється даними, наданими в 

Таблиці 2.6, які вказують, що більшість нестандартних конформацій петлі 110-

120 знаходяться в PDB-файлах з непоодинокими ланцюгами РТР1B. Виявилося, 

що у п’яти із восьми випадків, де декілька ланцюгів представляють 
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конформації, спостерігається відмінність від найбільш типового випадку 1. 

1LQF містить чотири ланцюги із тією ж самою конформацією 1. Окрім того, 

1Q6J та 1Q6M представлені лише одним ланцюгом, який належить до типу 2. 

 

 

Рис. 2.8. Чотири конформації петлі 110-120. 2CM8 – стандартна 

конформація (1), 1Q6P-B ( конформація 2) 1Q6N-A ( конформація 3), 1Q6T-B 

(конформація 4); WPD петля представлена відкритою конформацією (1PHO) та 

закритою конформацією (2CM8). 

 

Інколи конформації обох ланцюгів є нестандартними. Деякі з них дуже 

відрізняються від стандартної (відмінність досягає 11,4 Å у середині петлі). Це 

може бути пояснено впливом об’ємних інгібіторів, однак вони взаємодіють 

тільки із кінцем петлі (залишки амінокислот 118-120). Можна зазначити факт 

того, що в таких випадках активні центри ланцюгів розташовані на близькій 

відстані (приблизно 7 Å для найближчих залишків амінокислот) та можуть 

впливати один на одного. Можна припустити, що димеризація РТР1B, яка 

асоційована із ендоплазматичним ретикуломом in vivo [116] та має інші 

різноманітні міжбілкові взаємодії, може впливати на активність PTP1B. 
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Таблиця  2 .6  

Конформації у PDB-файлах із непоодинокими ланцюгами 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

П р и м і т к а.a 1LQF містить 4 стандартних ланцюги. 

 

Отже, підсумовуючи результати цього дослідження, можна стверджувати, 

що порівняння обраних частин численних PDB-файлів для одного і того ж 

ензиму виявило, що петля 110-120 РТР1B не є на стільки рухливою, як цього 

можна було очікувати. У більшості випадків ця петля приймає ту ж саму 

конформацію. Більшість нестандартних конформацій виявлено у PDB-файлах із 

непоодинокими ланцюгами. Цей результат може допомогти подальшому 

розумінню функціонування РТР1B та надати інформацію для комп’ютерних 

моделювань зв’язування інгібіторів. 

Загалом, при дослідженні активного центру PTP1B виявлено, що 

конформації активного центру можна розділити на п'ять основних груп, а 

конформації найбільш рухливої частини петлі 110-120 – на чотири групи. Для 

п’яти груп конформацій визначено центроїди, які можуть бути використані в 

подальших дослідженнях за допомогою молекулярного докінгу. 

Конформація петлі 110-120 
Назва 

Ланцюг A Ланцюг B 

1Q6N 3 1 

1Q6P 1 2 

1Q6S 1 2 

1Q6T 1 4 

2FJN 4 2 

1JF7 1 1 

1LQFa 1 1 

2CM3 1 1 
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РОЗДІЛ 3 

 

ДОКІНГОВІ ДОСЛІДЖЕННЯ ТИПОВИХ КОНФОРМАЦІЙ 

ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗИ 1В 

 

 Як відомо, молекулярні моделювання (докінг, молекулярна динаміка, 

навіть квантово-хімічні розрахунки) можуть відігравати ключову роль у 

пошуку нових біоактивних сполук і створенні лікарських засобів. Однак, 

моделювання білкових макромолекул являє собою складну задачу, яка 

спричинена високою складністю їх структури та високою рухливістю. 

Результати комп’ютерних моделювань значною мірою залежать від початкових 

умов (вони схильні до пошуку найближчого локального мінімуму). Також було 

виявлено, що використання однієї конформації ензиму не є достатнім задля 

охоплення усіх можливих моделей його взаємодії. Авторами [98] було 

запропоновано використовувати набір початкових конформацій, які 

генерувалися комп’ютером та кластеризувалися. Можливість використання 

різноманітних конформацій із кристалографічних джерел була очевидною [97]. 

У випадку, коли наявні лише декілька структур, всі вони можуть бути 

використані, але у деяких випадках існує велика кількість даних і досліднику 

необхідно обирати. PTP1B представлена більш ніж 100 структурами в RSCB 

Рrotein Data Bank, і база даних PDB постійно зростає. Тому нами було 

запропоновано використовувати конформації ензимів, отриманих 

експериментальними методами, кластеризувати їх та використовувати 

центроїди кластерів у якості набору початкових конформацій для подальших 

комп’ютерних моделювань, в тому числі методом молекулярного докінгу [113].  

AutoDock 4.2 [117] є одним з найбільш вживаних пакетів докінгу. Окрім 

того, він поширюється за GPL ліцензією, яка надає дозвіл на його модифікацію. 

Однак, легкість використання AutoDock 4.2 має деякі обмеження. 
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1) Використання певних структур, які пройшли попередню 

комп’ютерну обробку. Окрема структура створюється для кожного типу атомів 

лігандів посеред області простору, де очікуються молекулярні взаємодії. 

Енергія взаємодії проходить комп’ютерний розрахунок у кожній точці та 

зберігається. Такий підхід вимагає значної кількості комп’ютерної пам’яті. 

Деякі функції енергії також зберігаються в табличній формі, що також у 

подальшому збільшує об’єм необхідної комп’ютерної пам’яті. У тому разі, 

якщо AutoDock здатний використовувати декілька потоків, ця пам’ять може 

бути спільною для всіх них та не буде обмежувати кількість лігандів, які 

проходять обробку одночасно. З іншого боку, структурні комірки можна 

зробити меншими, щоб покращити точність розрахунків. 

2) Засіб пошуку AutoDock базується на спеціальній версії генетичного 

алгоритму (GA), так званого генетичного алгоритму Lamarckian [118]. Він не є 

дуже швидким. У деяких випадках докінг молекул потребує багато годин, що, у 

свою чергу, робить скрінінг великої кількості молекул не практичним. Окрім 

того, алгоритм може продемонструвати незадовільну роботу у випадку великої 

порожнини зв’язування ензиму (наприклад, тромбін, протеїнтирозинфосфатаза 

1B ) та рухливого ліганду.  

У даній частині дисертаційної роботи викладено новий підхід, що дозволяє 

значною мірою вирішити ці проблеми. 

 

3.2. Модифікована версія AutoDock 4.2 для вивчення комплексів РТР1В  

з потенційними інгібіторами 

3.2.1. Модифікована версія AutoDock 

 

��� �������� ���������� ���1� �� ����� �������, �� ���������������� ��'������ ������-��'����������� 

��������, � ������������ ������������ ������������� ������������ ������ AutoDock. Модифікації 

AutoDock включають у себе наступне. 
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1) Здатність застосовувати одне чи декілька просторових обмежень по 

відношенню до положень докінгу. У цьому випадку один або декілька атомів 

розташовуються у певних, попередньо визначених місцях. Це може бути 

корисним у тому випадку, коли відомо, які групи забезпечують зв’язування 

інгібіторів. 

2) Здатність використовувати стандартні багатовимірні техніки 

оптимізації замість стохастичного пошуку. У поєднанні із спеціальними 

факторами обмеження процес пошуку є набагато швидшим та надійнішим. У 

тому випадку, коли використовується пошук із обмеженнями, накладеними на 

оптимізацію зв’язування, то він потребує приблизно у 100 разів менше часу у 

порівнянні із оригінальною версією. Окрім того, модифікований AutoDock 

знаходить нижчий енергетичний мінімум. 

3) Здатність виконувати послідовний пошук щодо кращої 

конформації, яка проходить до наступного циклу. Це приводить до глобальної 

оптимізації. 

4) Здатність використовувати заряди, розраховані методом MOPAC 

2009 PM6, який відомий тим, що покращує положення зв’язування [119]. 

5) Допоміжна програма PrepRDock використовується для підготовки 

різноманітних файлів для докінгу із використанням AutoDock 4.2. Засіб готує 

численні файли задач із зразка, з обмеженнями або без спеціальних обмежень. 

Просторові обмеження можуть бути застосовані до різних типів атомів ліганду. 

Численні файли задач із різними моделями зв’язування можуть бути створені 

для однієї і тієї ж речовини. Усупереч цьому, докінг забирає набагато менше 

часу, ніж у випадку оригінального Autodock 4.2. 

6) Багатопотоковість. Декілька лігандів можуть проходити процес 

докінгу із використанням структур, які пройшли попередню комп’ютерну 

обробку, та із використанням таблиць перетворення. Кількість потоків 

визначається. 
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3.2.2. Деталі нового пошукового алгоритму і молекулярний докінг 

 в активний центр РТР1В  

 

Обмеження положень ліганду. 

Доброю ідеєю вбачається додавання певних обмежень у такий спосіб, щоб 

деякі атоми інгібітора могли б бути розміщеними тільки у певних місцях 

простору. Цей підхід було реалізовано шляхом додавання нової 

характеристики, такої як обмеження положень атома (ключове слово 

ATPOSCONSTR у файлі dpf). За ключовим словом ATPOSCONSTR слідує 

номер атома у файлі ліганду pdbqt, максимальна відстань від центру дозволеної 

області, x, y, та z, – координати центру та параметр ваги (відносна важливість 

цього обмеження). У тому випадку, коли відстань від атома до центру області 

перевищує максимальне значення, додається штрафне значення до енергії, 

розрахованої AutoDock: 

 Штраф = (відстань – максимальна відстань) * 1000 * вага, 

 Де «відстань» є фактичною відстанню, а «максимальна відстань» – це 

максимальна дозволена відстань поміж атомом та центром його дозволеної 

області, «вага» - це число визначеної відносної важливості цього обмеження. 

Новий режим оптимізації. 

Додавання подібного штрафного значення допомогло знайти деякі 

прийнятні положення докінгу для лігандів, але через стохастичну природу або 

процедуру пошуку це траплялося лише час від часу. Більшість комп’ютерного 

часу та спроб було змарновано. Це привело до іншої модифікації. Було додано 

новий режим пошуку, який базується на стандартній багатовимірній 

оптимізації. У тому випадку, коли є обмеження – процедура є наступною: 

Молекула рухається в такий спосіб, що атом, на який накладено 

обмеження, розміщується безпосередньо в центрі дозволеної області. 

Були генеровані численні довільні орієнтації ліганду (стандартна кількість 

100). Атом, на якого накладено обмеження, залишається у центрі координат, 
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тоді як ліганд повертається навколо осей x, y, та z на довільні кути, генеровані 

послідовністю Sobol [101]. Довільні координати можуть також бути генеровані 

за бажанням. 

Для кожної довільної орієнтації застосовується стандартна мінімізація за 

методом Набору Напрямків (Powell’s) [101]. Цей метод є прийнятним, так як 

він не вимагає розрахунку похідних. Оптимізацію проведено за усіма 

двогранними, трансляційними та поворотними ступенями свободи. Штрафне 

значення обмеження додається до енергії, розрахованої за стандартною 

процедурою AutoDock. 

У випадку декількох обмежень процедура є відмінною. 

Найбільш важливим обмеженням є обране (за вагою) у вигляді обмеження 

A. 

Обмеження А використовується вище у пункті 1. Молекула переміщується 

у такий спосіб, що атом, на який накладено обмеження, розміщується в центрі 

дозволеної області. 

Друге обмеження обирається у вигляді обмеження В. Або це є другим 

обмеженням за вагою, або найбільш віддаленим обмеженням від обмеження А. 

Молекула повертається у такий спосіб, що напрямок між обмеженими 

атомами співпадає із напрямком між центрами відповідних дозволених 

областей. Напрямок буде названий віссю A-Baxis. 

Ліганд повертається навколо осі A-B із кроком, який складає 0,5°. Для 

кожної з 720 позицій застосовується однакова процедура мінімізації, так, як це 

зазначено вище. Штрафні значенні додаються для усіх обмежень. 

Після початкової мінімізації використовується стандартна процедура 

пошуку AutoDock. 

Поетапна (загальна) оптимізація. 

Окрім того, існує нова альтернатива, названа поетапною оптимізацією. У 

тому випадку, коли вона використовується (ключове слово ‘stepwise’ додається 

до файлу dpf), найкращий загальний результат не втрачено. Після завершення 
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періоду проведення операції, - залишається найкращий окремий варіант, який і 

переходить до наступної операції. Інші окремі варіанти вихідної множини 

генеруються у довільний спосіб та змагаються із найкращим результатом 

попередніх операцій (загальний найкращий). Ідея є схожою до відбору серед 

людей у генетичному алгоритмі, але у цьому випадку окремий найкращий 

варіант переходить не до наступного покоління, а до наступного кроку 

оптимізації, яка із самого початку була повністю незалежною. У такому 

випадку паралельні запуски операцій генетичного алгоритму робляться 

послідовними. 

 

 

Рис. 3.1.  Використання модифікованої версії AutoDock для розрахунку 

комплексу 6-[4-((2S)-2-(1H-1,2,3-бензотриазол-1-іл)-3-{4-[дифлуоро(фосфоно)-

метил]феніл}-2-фенілпропіл)феніл]-2-[(1S)-1-метокси-3-метилбутил]хінолін-8-

ілфосфонової кислоти з РТР1В (РDB код 2CM8). 

 

Важко отримати відповідну розраховану позицію ліганду, покладаючись 

на чистий варіант генетичного алгоритму. Використання модифікованої версії 
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AutoDock забезпечує належне зв’язування структурно об'ємного інгібітора, що 

гарантовано спеціальним обмеженням, накладеним на атом фосфору 

фосфонатної групи. Атом фосфору не повинен бути розташованим далі ніж на 2 

Å від положення, що визначено і розташовано біля каталітичного Cys215 

PTP1B у оригінальному PDB файлі.  

 Результати докінгу відомого бензотриазольного інгібітора РТР1В – 6-[4-

((2S)-2-(1H-1,2,3-бензотриазол-1-іл)-3-{4-[дифлуоро(фосфоно)метил]феніл}-2- 

фенілпропіл)феніл]-2-[(1S)-1-метокси-3-метилбутил]хінолін-8-ілфосфонової 

кислоти (РDB код 1Q6Т) – в активний центр PTP1B (РDB код 2CM8) показано 

на Рис. 3.1. Як і у випадку з реальним кристалом 1Q6T, одна фосфонатна група 

взаємодіє з Cys215, а також з цілим рядом амінокислотних залишків навколо 

нього, утворюючи водневі зв’язки з усіма залишками від 216 до 221. Інша 

фосфонатна група, як і у «рідному» для цього ліганду кристалі 1Q6T, утворює 

водневі зв’язки з Arg24, а триазольний фрагмент утворює аж три водневих 

зв’язки з Asp48 (на відміну від одного у 1Q6T). Прогнозоване значення pKi 

становить 8,61, що досить близько до експерментального значення 8,30. Такого 

результату досягнуто при докінгу в кристал дещо іншої конформації, хоч також 

з відкритою WPD-петлею. Без застосування просторових обмежень правильне 

зв’язування хоч би одної фосфонатної групи не гарантовано, навіть якщо 

проводити докінг протягом досить довгого часу (близько доби). 

Обговорюючи можливість застосування модифікованої версії AutoDock 

для віртуального скринінгу масивів органічних сполук, слід зазначити, що нова 

процедура пошуку є від 10 до 30 разів швидшою, ніж оригінальний варіант 

генетичного алгоритму, що сприятиме виконанню віртуального скринінгу 

великої кількості молекул. Проблеми, які залишилися, пов’язані із 

використанням пам’яті. Оригінальний варіант AutoDock вимагає приблизно 

300-700 Mб пам’яті, більшість з якої займається попередньо обрахованими 

комп’ютером структурами та таблицями порівняння. Це обмежує кількість 

процесів, які можна запустити одночасно. Багато-потоковість приводить до 
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мінімізації потреб щодо пам’яті (усі попередньо розраховані комп’ютером дані 

є однаковими для усіх одночасно опрацьовуваних лігандів) дозволяючи 

використовувати повну потужність наявних процесорів.  

Деякий час тому назад було зроблено спробу підвищити швидкість 

AutoDock шляхом підключення його до CUDA [120]. Автори заявляли, що їх 

версія AutoDock є до 50 разів швидшою від базової версії AutoDock 4.0.1 від 

2007. І хоча підключення AutoDock до CUDA зробило пакет набагато 

швидшим, це потребувало значних зусиль для того, щоб переписати вихідний 

код.  

В нашій роботі прискорення досягається не тільки за рахунок паралелізації 

та використання більших комп’ютерних потужностей, але, у більшому ступені, 

за допомогою нового алгоритму оптимізації. Паралелізація є також значущим 

вдосконаленням, яке дозволяє зберігати пам’ять та запускати численні потоки 

операцій одночасно, сприяючи високопродуктивному скринінгу потенційних 

лікарських засобів. 

AutoDock Vina є новим поколінням інструментів докінгу [121]. Він є 

швидшим та надає кращій діапазон точності прогнозування режимів 

зв’язування. AutoDock Vina є багато-потоковим методом, але ця багато-

потоковість може призвести до деяких проблем. AutoDock Vina визначає 

кількість процесорів у системі та починає ту ж саму кількість потоків операції, 

намагаючись отримати повний контроль над комп’ютером. Це не є завжди 

кращою стратегією. У нашій версії AutoDock користувач може визначити, 

скільки потоків запускати.  

Таким чином, нова версія AutoDock може бути набагато прийнятнішою 

для дослідження зв’язування потенційних лігандів у великих зв’язувальних 

білкових порожнинах, в тому числі інгібіторів РТР1В, та для швидшого та 

надійнішого віртуального скринінгу. 
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3.3. Докінг відомих інгібіторів з використанням типових конформацій 

активного центру PTP1B 

 

Метою цього етапу дослідження було проведення тестування відмінності 

між кластерами конформацій PTP1B шляхом проведення докінгу відомих 

інгібіторів PTP1B. Було вирішено випробувати цей підхід та провести докінг 

відомих інгібіторів PTP1B з використанням репрезентативних структур 

(центроїдів) усіх п’яти кластерів. Інгібітори були взяті із бази даних NIH [90]. 

Виходили з того, що інгібітори, які містять фосфонатну групу, повинні бути 

розташовані неподалік від залишку Cys215. База даних містила 208 унікальних 

сполук із залишками фосфонових кислот (комплекс утворює їх іонізована 

форма у вигляді моноаніону або діаніону) або їх фосфонатними похідними. У 

кількох випадках була певна кількість записів із тією ж самою сполукою. У 

таких випадках обиралися записи із найбільшим значенням pKi. Деякі сполуки 

мали більше ніж один залишок фосфонової кислоти. У такому разі тестувалися 

усі можливі способи зв’язування. В результаті тестувань 208 сполук надали 258 

варіантів їхнього зв’язування. 

Докінг було проведено з використанням модифікованої версії AutoDock 

[122]. Ця версія AutoDock має декілька характерних рис, включаючи здатність 

накладати певні обмеження на позиціонування при проведенні докінгу, 

використання техніки стандартної багатовимірної оптимізації та проведення 

глобальної оптимізації шляхом послідовного пошуку. Положення атомів 

фосфору були обмежені до району навколо позиції фосфору (або інколи сірки) 

у вихідних PDB-файлах центроїдів кластерів. Було дозволено максимальне 

відхилення – 2Å. Нові підходи до оптимізації дозволяють обробити велику 

кількість молекул за обмежений час. Результати докінгу представлено в 

Таблиці 3.1. Ця таблиця містить інформацію стосовно частини з проведених 

моделювань з використанням модифікованої версії AutoDock. 
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Таблиця 3.1 

Результати докінгу (значення pKi) для перших 35 з 208 сполук  

для всіх кластерів 

 

Центроїди кластерів 

Назва 1Q6M 
R2 = 
0,03 

2CM8 
R2 = 
0,06 

2CNF 
R2 = 
0,03 

1NL9 
R2 = 
0,03 

1PH0 
R2 = 0,02 

Найкращий 
R2 = 0,69a 
R2 = 0,76b 

Експериментальне 
значення pKi 

1_1 - - 3,2 4,8 4,3 - 8,2 

1_2 8,0 - 3,9 5,7 5,8 8,0 8,2 

2_1 3,3 4,8 - 5,8 6,6 6,6 7,9 

2_2 9,6 9,2 8,3 5,3 5,7 - 7,9 

3_1 - - - 3,9 3,4 - 8,2 

3_2 8,2 7,4 3,1 5,6 5,3 8,2 8,2 

4_1 6,7 6,2 6,7 4,2 3,8 6,2 5,7 

5_1 - - - 4,0 5,0 - 7,9 

5_2 7,5 6,2 5,6 - 3,4 7,5 7,9 

6_1 8,2 7,1 6,9 5,6 5,2 5,2 5,0 

7_1 8,4 8,3 7,2 5,2 4,7 8,3 7,7 

7_2 8,9 5,4 6,0 5,7 4,3 - 7,76 

8_1 6,7 7,0 7,6 5,3 5,4 7,6 8,7 
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Продовження табл. 3.1 

Центроїди кластерів 

Назва 1Q6M 
R2 = 
0,03 

2CM8 
R2 = 
0,06 

2CNF 
R2 = 
0,03 

1NL9 
R2 = 
0,03 

1PH0 
R2 = 0,02 

Найкращий 
R2 = 0,69a 
R2 = 0,76b 

Експериментальне 
значення pKi 

8_2 6,8 6,0 6,1 5,8 5,0 - 8,7 

9_1 6,5 7,2 6,3 5,7 5,6 7,2 7,3 

9_2 6,3 5,5 6,2 5,5 5,3 - 7,3 

10_1 7,3 7,1 8,0 3,1 5,1 7,3 7,3 

10_2 7,9 7,5 5,3 4,1 6,2 - 7,3 

11_1 9,9 6,8 7,6 5,6 4,6 7,6 7,6 

12_1 8,7 7,9 7,8 6,5 4,9 7,8 7,4 

13_1 9,0 6,3 6,9 5,8 5,0 - 8,5 

13_2 11,5 8,6 8,8 6,2 5,2 8,6 8,5 

14_1 6,4 4,7 5,0 4,3 4,3 - 8,0 

14_2 10,9 8,7 7,7 5,1 4,4 7,7 8,0 

15_1 - - - 3,4 5,9 - 8,3 

15_2 9,9 9,1 5,8 5,0 4,0 9,1 8,3 

16_1 5,8 5,0 6,1 5,5 4,8 - 9,3 

16_2 7,5 6,5 5,8 6,7 5,6 7,5 9,3 

17_1 6,6 6,3 6,8 4,8 4,3 4,8 4,4 

П р и м і т к а. 3 сполуки не було розраховано через просторові обмеження. 
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З'ясувалося, що немає кластеру, який би мав достатньо добру кореляцію з 

експериментальними результатами. Також не було задовільної кореляції між 

найвищими та найнижчими розрахованими значеннями та експериментальними 

значеннями. З іншого боку, кожна сполука мала варіант зв’язування із 

передбаченим значенням Ki, що був досить близьким до експериментального. 

Більше того, ці значення корелювали з експериментальними значеннями досить 

добре (R2=0,69, R=0,83, RMSD = 0,99).  

Найкращі результати, подані в табл. 3.1 (найближчі до експериментальних 

динних), виділено жирним шрифтом. Відзначено три випадки, коли AutoDock 

не зміг розрахувати належно значення pKi або результати значною мірою 

відрізнялися від експериментальних з причини певних обмежень методу (у 

більшості випадків це було спричинено енергетичною забороною через 

надмірну кількість зв’язків, що обертаються). Кореляція без сполук із 

відхиленням була значно кращою (R2=0,76, R=0,88, RMSD = 0,86) (Рис. 3.2). 

Найкращими результатами не завжди були найвищі або найнижчі розраховані 

значення. Загалом, результати виконаного докінгу демонстрували дещо 

надмірне оцінювання. 

Передбачені оптимальні значення pKi більш менш рівномірно розподілені 

поміж кластерами та поміж кластерами в яких конформація ензиму знаходиться 

у положенні із закритою (останні три) та відкритою WPD петлею (перші два). 

Для визначення подібності сполук у кожній групі та подібності сполук із 

різних груп були розраховані хімічні характеристики із використанням 

GenerateMD – додатком пакету ChemAxon [123]. Були використані наступні 

параметри: довжина біту 1024, максимальна кількість бітів для встановлення 

кожної моделі 7, максимальна кількість зв’язків 3. Подібність була розрахована 

у вигляді подібності Tanimoto з відповідних біт-послідовностей. Середні 

значення були розраховані для кожного кластеру та для кожної пари кластерів. 

Результат представлено в Таблиці 3.3 Однак, виходячи з структури, неможливо 

було визначити, який кластер надає найкращий результат докінгу. 
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Рис. 3.2 Кореляція поміж розрахованими та експериментальними 

значеннями pKi. 

Таблиця 3.2 

Кластери PDB структур та розподілення найкращих (найбільш подібних до 

експериментальних) результатів між ними. 

 

Кластер 
Центроїд 

(PDB код) 

Кількість 

структур 

RMSD від 

конформації 

без ліганду 

2HNP (Å) 

WPD-петля 

Кількість 
найкращих 
результатів 
докінгу для 
кластеру 

1 1NL9 7 1,37 Відкрита 24 

2 1PH0 15 1,02 Відкрита 39 

3 2CNF 22 2,39 Закрита 46 

4 1Q6M 11 2,51 Закрита 48 

5 2CM8 44 2,23 Закрита 48 
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 Таблиця 3.3 

Схожість сполук кожного кластеру та поміж кластерами 

 

Кластер 1Q6M 2CM8 2CNF 1NL9 1PH0 

1Q6M 0,660 0,639 0,623 0,570 0,574 

2CM8 0,639 0,625 0,613 0,564 0,575 

2CNF 0,623 0,613 0,600 0,566 0,572 

1NL9 0,570 0,564 0,566 0,554 0,563 

1PH0 0,574 0,575 0,572 0,563 0,573 

 

 Таким чином, в результаті виконаного дослідження створено нову 

модифікацію AutoDock, яка може бути набагато прийнятнішою для 

дослідження зв’язування лігандів у великих зв’язувальних порожнинах та для 

швидшого і надійнішого віртуального скринінгу. Не вдалося знайти кластер, 

який надає найкращі результати докінгу для усього набору сполук. Тим не 

менш, кожна сполука мала симульований докінг із прогнозованим значенням 

константи інгібування, яка не дуже відрізнялася від експериментального 

результату.  
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РОЗДІЛ 4 

 

КОМПЛЕКСНИЙ ПІДХІД ДО ПРОГНОЗУВАННЯ 

ВЛАСТИВОСТЕЙ ІНГІБІТОРІВ ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗИ 1B 

 

Молекулярний докінг, навіть враховуючи описані у попередньому розділі 

модифікації, спрямовані на збільшення швидкості і якості отриманих 

комплексів, є досить повільним методом у порівнянні з QSAR (Quantitative 

Structure-Activity Relationship, кількісний зв’язок структура-активність). 

Методологія QSAR забезпечує кількісне оцінювання біологічних властивостей 

органічних молекул, базуючись на дескрипторах молекулярної структури. 

Відома велика кількість даних, присвячених дослідженню 

протеїнтирозинфосфатаз і РТР1В зокрема, а також описано загальнодоступний 

інструментарій для побудови моделей зв’язку структура-активність. Таким 

чином, з’являється можливість для прогнозування активності за допомогою 

методу QSAR і молекулярного докінгу, і побудови консенсусної моделі. 

 

4.1. Нові QSAR моделі для прогнозування інгібування РТР1B 

структурно-різноманітними інгібіторами 

 

QSAR моделі можуть слугувати як важливі інструменти для 

автоматизованого перед-віртуального скрінінгу та комбінаторного дизайну із 

використанням баз даних [124]. Декілька QSAR досліджень інгібіторів РТР1B 

були вже опубліковані [125, 126, 127]. Тим не менше, більшість із цих QSAR 

моделей створені для певних класів хімічних речовин та не можуть 

використовуватися для віртуального скрінінгу великих баз даних з метою 

ідентифікації потенційних біологічно-активних сполук різної структури. 
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Метою цього дослідження було створення великої бази даних інгібіторів 

РТР1B різноманітної структури та побудова QSAR моделі із здатністю 

прогнозувати інгібуючу активність органічних сполук . 

 

4.1.1. Генерування набору даних 

 

Для генерування набору даних нами було зібрано 2237 сполук із більш ніж 

20 джерел [9, 12, 16, 18, 46, 60, 67-69, 71, 73, 81, 90, 93, 128-137, 139-143]. Дані 

щодо інгібувальної здатності, опубліковані в наукових статтях, були 

представлені у вигляді pKi (від’ємний логарифм константи інгібування) або у 

вигляді pIC50 (негативний логарифм IC50). Розглядалися обидва типи значень як 

такі, що придатні для побудови QSAR моделей. Тренувальний набір складався 

із різноманітних груп сполук - інгібіторів РТР1В (Рис. 4.1). Найважливіші з них 

подано нижче.  

1) Ряди триарилсульфонамідів 4.1, які містять одну 

дифлуорометиленфосфатну групу [128] та інші інгібітори РТР1B на основі 

сульфонамідів 4.2 [9], включаючи нафтоїлсульфонамід 4.3 [129].  

2) Міметики фосфотирозину із дифлуорометиленсульфоновою кислотою, 

дифлорометиленсульфонамідом та іншими біоізостерними групами (структура 

4.4 надана як приклад) [130]. 

3) Сполуки, до структури яких входять бензотіазольні похідні 

дифлуорометиленфосфонатів 4.5 та 4.6 (тетразаміщена 4-[2-(1H-1,2,3-

бензотіазол-1-іл)етил]-феніл(дифлуоро)метилфосфонатна платформа) [12].  

4) Похідні тіоксотіазолідинону 4.7 та 4.8, які не містять іонів [131]. 

5) Інгібітори PTP1B, похідні ізоксазолкарбонової кислоти [132], які мають 

загальні структурні формули 4.9 та 4.10. 

6) Заміщені тіофенові інгібітори PTP1B 4.11 [133]. 

 



85 

 

N
S

N

N
S

P

O

OH

FF

O

O

X

OH

 

4.1 

F
F

P
O

OH
OH

N

R

R

R

R

S
O

O

1 3

2

4

 

4.2 

FF

P
O

OH
OH

O

N
H

S

O
O

R

 

4.3 

 

S
B

R

F S

F

O

O

OH

 

4.4 

N
N

N

R

F

F
P

O OH
OH

 

4.5 

F
F

P

O OH

OH

F
F

P

O OH

OH

N
N

N

R

 

4.6 

N S

S

O
R1

Cl  

4.7 

N S

S

O

OH

O

NO2
R1

R2

Me

 

4.8 

O

N

O

OHO
X

O

OH

RR
MeO

1 2

4.9 

Рис. 4.1, аркуш 1. Основні формули сполук, які увійшли до тренувального 

набору. 

 

7) Селективні бідентатні інгібітори [46] (сполуки 4.12 та 4.13 надано як 

приклади). 

8) Серії хінолін / нафталін дифлуорометилфосфонових кислот 4.14, 4.15, 

4.16, випробуваних як інгібітори PTP1B [134]. 

9) 5-Ариліден-2,4-тіазолідиндіонові похідні 4.17 [16] та 5-ариліден-2-

феніліміно-4-тіазолідинони 4.18 [81]. 
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Рис. 4.1, аркуш 2. Основні формули сполук, які увійшли до тренувального 

набору. 

 

10) Похідні 2-O-Карбоксиметилпірогалолу із загальною структурною 

формулою 4.19 як інгібітори PTP1B [135]. 

11) Серії 2-арил-3,3,3-трифлуоро-2-гідроксипропіонових кислот 4.20 [18].  
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Рис. 4.1, аркуш 3. Основні формули сполук, які увійшли до тренувального 

набору 

 

12) 1,2,3,4-Тетрагідроізохінолінілсульфамідні кислоти 4.21 [67]. 

13) Серії дезоксибензоїнових інгібіторів PTP1B 4.22, 4.23 [60]. 

14) Інгібітори PTP1B на основі 1,2-нафтохінону (сполуки 4.24, 4.25, надані 

як приклади) [136]. 

15) 63 інгібітори, які було використано у попередньо виконаному QSAR 

дослідженні [71], проведеному на серіях похідних оксалілариламінобензойних 

кислот 4.26 [93]. 
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16) 33 сполуки із загальними структурними формулами 4.27, 4.28, які були 

знайдені ів літературі [68, 69, 134]. 

17) Пептиди з сульфоно(дифлуорометил)фенілаланіновою групою [137] та 

сполуки, отримані із попередньо опублікованої бібліотеки речовин, що 

вміщують дифлуорометиленфосфонатний фрагмент [38, 139].  

18) База даних для дослідження QSAR, із значно більш звуженим 

діапазоном сполук, кількісно охарактеризованих як інгібітори РТР1В [73]. 154 

різноманітних PTP1B інгібітори були використані із різних джерел [140, 141, 

142, 143].  

19) Більш ніж 1700 сполук було отримано із набору даних PTP1B 

інгібіторів з The Binding Database, http://www.bindingdb.org/bind/info.jsp [90]. 

Результуючий набір даних складався із 2237 органічних сполук. Вони були 

завантажені до он-лайн хімічної бази даних із моделюючим середовищем 

Online chemical database with modeling environment (OCHEM) [85], яка 

розташована на http://ochem.eu із назвою 'PTP1B'. Набір даних знаходиться у 

відкритому доступі. Окрім того, маючи велику кількість даних щодо структур 

та різних типів біологічних активностей, сайт дозволяє будувати моделі QSAR, 

використовуючи різноманітні підходи. Він містить певну кількість різних 

дескрипторних розрахункових модулів, так само як і модулів для побудови 

моделей QSAR. Молекули були попередньо підготовані ChemAxon 

стандартизатором. Протиіони та солі були видалені із молекулярних структур, 

молекули були нейтралізовані, мезомеризовані та ароматизовані. Було 

використані молекулярні характеристики, які були розраховані за допомогою 

Dragon (http://www.talete.mi.it/products/dragon_description.htm), ADRIANA.Code 

(http://www.molecular-networks.com/products/adrianacode), OEState, та AlogPS 

[144] пакетів. Із використанням ADRIANA.Code та зазначених пакетів 

розраховують велику кількість молекулярних дескрипторів різних видів. 

OEstate модуль надає електро-топологічні індекси положень [145], тоді як 

ALogPS розраховує логарифм коефіцієнту розподілу фаз вода-октанол (logP) 
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[146] та розчинність у воді (LogS), використовуючи ANN (Artificial neural 

networks / штучні нейронні мережі) моделі, які основані на електро-

топологічних індексах положення. Загальне число молекулярних дескрипторів, 

розрахованих за усіма модулями, перевищує 6000. Константні та близькі до 

таких дескриптори, так само як і високо-корельовані дескриптори (кореляція 

складає > 0,95) були виключені. 

 

4.1.2. Побудова QSAR моделей 

 

Для побудови QSAR моделей ми спробували застосувати різні інструменти 

моделювання та різні набори дескрипторів, які є доступними на сайті OCHEM. 

Найкращі результати були отримані від методу Associative Neural Network 

(ASNN), який, вірогідно, представляє собою найбільше вдосконалений метод 

побудови моделей та є доступним на сайті OCHEM. Це контрольований, із 

реєстрацією навчання, метод, який поєднує можливості традиційного методу 

нейронних мереж контролю процесу із передбачуваними результатами / Feed-

Forward Neural Networks (FFNN) із методом найближчого сусіда / k-Nearest 

Neighbor Method (k-NN). На відміну від традиційного ANNs, який не зберігає 

жодних введених даних (підхід без запам’ятовування), ASNN зберігає у пам’яті 

введені дані та їх передбачення. ASNN використовує кореляцію між наборами 

введених даних (кожна молекула представлена у вигляді вектора модельних 

передбачень (як міра відстані поміж проаналізованими випадками методом 

найближчого сусіда) у просторі моделей нейронної мережі. Звідси виходить, 

що ASNN проводить k-NN у просторі із сукупності різниць. Таким чином, 

ASNN покращує прогнозування корекцією зміщування сукупності нейронної 

мережі. Ми використали механізм нейронної мережі, тренований за допомогою 

SuperSAB. Суми вхідних даних були рівними кількості дескрипторів. Було 

п’ять нейронів у одному схованому рівні. Вагові значення були ініційовані із 

довільними кількостями. Нейрон зміщення був представлений як на рівні 
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вхідних даних, так і на прихованих рівнях. Вихідні дані були лінійно виставлені 

на шкалі від 0,1 до 0,9. 

Після видалення констант та високо-корельованих дескрипторів, ті, що 

залишилися, були використані для побудови моделі ASNN. Вони також були 

призначені для використання у алгоритмах видалення для того, щоб залишити 

найбільш релевантні серед дескрипторів. 5-ступінчаста перехресна валідація 

означає, що певне число молекул було виключено із тренувального набору для 

створення тестового набору. Після цього дескриптори були обрані із 

використанням відповідного тренувального набору, була розроблена модель та 

застосована для передбачення характеристик молекул, які були виключені із 

тренувального набору. Ця процедура була послідовно повторена п’ять разів, 

створюючи п’ять різноманітних валідаційних наборів даних та відповідних 

тренувальних наборів з молекул. Потім ці усереднені статистичні коефіцієнти 

були розраховані для усіх п’яти наборів. Ця процедура надає можливість 

долати проблему надлишкової підгонки під час обирання дескрипторів. 

Коефіцієнт перехресної валідації (q2) визначається, як: q2= (SD-PRESS)/SD, де 

SD є сумою квадратичного відхилення цільових варіативних значень від їх 

значень, а PRESS є передбаченою помилковою сумою квадратів, отриманих від 

процедури крос-валідації із виключенням одного. 

Завжди присутня дилема того, чи варто використовувати наявні дані як 

тренувальний набір, чи використати їх частину як тестовий набір. Звісно, було 

б добре мати тестовий набір, який міг би бути використаний для підтвердження 

релевантності моделі QSAR. З іншого боку, деяка наявна інформація буде 

втраченою, а результуюча модель може бути погіршена. В нашому випадку 

було вирішено не втрачати жодного уривка інформації та покластися на 

побудову досить потужної крос-валідаційної техніки OCHEM. 

4.1.3. Валідація моделей QSAR 
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Валідаційний набір складався зі сполук з більш нового доповнення бази 

даних NIH. Було з’ясовано, що це доповнення містить 507 нових сполук (Набір 

1). Деякі з них представляли нові типи сполук, тоді як інші мали структурні 

аналоги в тренувальному наборі. Молекулярна подібність була розрахована з 

використанням Instant. J. Chem. (версія 5.7.0, ChemAxon) (http://www. 

chemaxon.com). Було з’ясовано, що 113 нових молекул мають аналоги 

(Tanimoto коефіцієнт > 0.7) у тренувальному наборі (Набір 2). Ці сполуки було 

використано як другий валідаційний набір. Обидва набори було використано 

для тестування здатності передбачувати моделі QSAR. 

 

4.1.4. Оцінка отриманих моделей 

 

Результуюча модель, названа “PTP1Binhibition(pI)_ASNN_[ALogPS, 

OEstate]” є доступною на сайті OCHEM. Вона була позначена як Модель 1. Це 

ANN модель, тренована Supersab алгоритмом із 1000 ітерацій, 3 нейронами, та 

5-ступінчастою крос-валідацією. Модель було побудовано з використанням 191 

фільтрованого дескриптора, розрахованого тільки OEState та ALogPS 

модулями. Це означає, що модель включає тільки дескриптори 

електротопологічного стану, які не потребують 3D-структури. 

Параметри цієї моделі такі: R2 = 0,73, q2 (крос - валідована R2) = 0,73, 

RMSE (середня квадратична помилка) = 0,71, MAE (усереднена середня 

помилка) = 0,5. Ці результати представлені на Рис. 4.2. Необхідно зазначити, 

що модель є дуже швидкою та може бути використана для попереднього 

оцінювання потенційних інгібіторів PTP1B. 
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Рис. 4.2. Результат використання ASNN моделі “PTP1Binhibition(pI)_ 

ASNN_[ALogPS, OEstate]” (крос – валідація). 

 

Іншу модель було побудовано тим самим ASNN алгоритмом, із 

використанням іншого набору дескрипторів (“PTP1Binhibition(pI)_ASNN_ 

[Dragon6 (blocks: 1-29)]”, та позначено як Модель 2. У цьому випадку були 

розраховані Dragon дескриптори. Модель 2 використовує 1750 відфільтрованих 

дескрипторів, більшість яких потребують 3D структури. Ця модель є схожою у 

роботі з Моделлю 1, із R2 = 0,73, q2 (крос – валідованим R2) = 0,73, RMSE = 

0,72, MAE = 0,5, але вона вимагає набагато більше ресурсів для проведення 

розрахунку (Рис. 4.3). Тим не менше, вона відрізняється від першої (Рис. 4.4) та 

може надати альтернативний погляд на протестовані сполуки (вона може як 

підтвердити високу активність, передбачену першою моделлю, так і зробити її 

сумнівною). Ми припускаємо використання першої моделі для всіх сполук, а 

використання другої моделі – для підтвердження прогнозів із високою 

активністю.  
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Рис. 4.3. Результат використання ASNN моделі “PTP1Binhibition(pI)_ 

ASNN_[Dragon6 (blocks: 1-29)] ” (крос – валідація). 

 

Також можливо побудувати комбіновану модель (Модель 3) із 

прогнозувань обох моделей, використовуючи просту формулу 

Модель3=Модель1*0.497276+Модель2*0.479049+0.120085. У цьому випадку 

спостерігається певне покращення статистичних показників: R2 = 0,76, RMSE = 

0,71, MAE = 0,48. Це є ще одним доказом того, що Модель 1 та Модель 2 

формують різні точки зору на активність. 

Обидва набори були використані для тестування обох QSAR моделей, які 

надали порівнювані результати. Набір 1 надав досить слабкі кореляції для обох 

моделей, але MAE була досить низькою в обох випадках (0,83 для моделі 1 та 

0,80 для моделі 2). Кількість значень, що випадають з ряду (абсолютне 

значення pKi помилка > 1) складало 163 для першої моделі та 146 для другої. 

Модель 2 показала себе дещо краще ніж Моделі 1.  
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Рис. 4.4. Порівняння двох моделей (розраховані значення pKi). 

 

Як і очікувалося, Набір 2 надав набагато кращі результати із MAE=0,60 

для Моделі 1 та MAE=0,52 для Моделі 2. Було 15 значень, що випадали в обох 

випадках. Якщо 5 найбільше помітних значень, що випадали з ряду, 

видалялися, то отримуються коректні кореляції поміж прогнозованими та 

експериментальними значеннями (R2 = 0,70 для Моделі 1 та R2 = 0,63 для 

моделі 2). Декілька значень, що випадають з ряду, є дійсно сумнівними, тобто 

Ki такої простої сполуки, як 29 не повинна бути настільки низькою як 2,4 nM. 

Модель 3 Перевершила Модель 1 та Модель 2 на обох валідаційних 

наборах (MAE=0,73, 128 значень, що випадають, для Набору 1, MAE = 0,52, 13 

значень, що випадають, та R2 = 0,76 для Набору 2). Це означає, що Модель 3 не 

втратила прогнозуючої здатності та може використовуватися для комбінування 

результатів за двома моделями (Рис. 4.5). Це ще один підхід для прогнозування 

активності потенційних інгібіторів РТР1В. 

 



95 

 

 

Рис. 4.5. Комбінована модель 3. 

 

4.2. Пошук інгібіторів серед набору з понад 64000 

гетероциклічних  сполук різної структури 

 

В даному випадку було поставлено завдання провести віртуальний 

скринінг і визначити потенційні інгібітори протеїнтирозинфосфатази 1B серед 

набору речовин, синтезованих в ІБОНХ НАН України у відділі хімії 

біоактивних азотовмісних гетероциклічних основ під керівництвом д.х.н., проф. 

В.С. Броварця). Набір речовин нараховував понад 64000 сполук. Для методу 

QSAR це не так багато, але для докінгу та ще й з використанням 5 конформацій 

активного центру ферменту ця кількість видається значною. Тим більше, що 

придатність сполук для використаня як інгібіторів РТР1В можна визначити 

попереднім аналізом на основі структури відомих інгібіторів. Було вирішено 

зосередити зусилля на пошук конкурентних бідентатних інгібіторів, тобто 
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провести докінг в активний центр РТР1В з додатковим зв’язуванням неподалік 

каталітичної порожнини ензиму. 

 

4.2.1. Попередній відбір молекул 

При виборі моделі фармакофора ми виходили зі структури відомих 

комплексів потужних інгібіторів з PTP1B. Це перш за все інгібітор, 

представлений в Банку даних протеїнів RSCB PDB [96] з PDB-кодом 1Q6T [53], 

представлений на Рис. 4.6. Розташування цього інгібітора в активному центрі 

РТР1В показано на Рис. 4.7. 
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Рис. 4.6. Відомі інгібітори PTP1B. Ліворуч -арилметиленбісфосфонатна 

похідна триазолу (PDB-код 1Q6T), праворуч - ізотіазолідинонова похідна 

пептидного типу (PDB-код 1Q6T) . 

З наведеного рисунку 4.7 видно, що обидві фосфонатні групи беруть 

активну участь у формуванні комплексу. Одна група взаємодіє безпосередньо з 

оточенням каталітичного Cys215, а інша з залишком Arg24. При цьому відстань 

між групами складає 12,76 Å. Віддалена гідроксильна група взаємодіє також з 

Asp29. На думку авторів статті [125] саме ця взаємодія забезпечує певну 

селективність по відношенню до TC-PTP. Відстань у цьому випадку складає 
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16,25 Å. Також можлива взаємодія з Arg47, при цьому група – акцептор 

водневих зв’язків – має знаходитися на відстані приблизно 13-14 Å. 

 

Рис 4.7. Взаємодія арилметиленбісфосфонатної похідної триазолу (PDB-

код 1Q6T) з РТР1В.  

 

Таким чином, маємо три-чотири групи акцепторів водневих зв’язків, одна з 

яких розташована в районі залишку Cys215, а інші на відстанях 12 - 16 Å від 

неї. Подібна картина спостерігається у випадку кристалу РТР1В з PDB-кодом 

2NT7 (Ki = 300 nМ) [133]. У цьому випадку маємо також дві групи – одну біля 

Cys215, а другу, що взаємодіє з Arg24 на відстані 12,70 Å.  

На Рис. 4.7 показано структуру, а на Рис. 4.8 – взаємодію ще одного 

інгибітора ізотіазолідинонового типу (Ki = 180 nМ), представленого у банку 

даних з PDB-кодом 2CM7 [147]. Тут також видно дві групи на характерній 

відстані 12,29 Å, хоча в даному випадку взаємодія відбувається з Arg47, а не з 

Arg24, як у випадку 1Q6T (інгібітор орієнтований у зовсім іншому напрямку, 

див. Рис. 4.7). Таким чином було вирішено, що фармакофор у даному випадку 

повинен мати як мінімум дві групи, розташовані на відстані 12-13 Å. У випадку 

1Q6T між групами 16 зв’язків, а у випадку 2CM7 – 12. На першому етапі було 
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вирішено дослідити сполуки, що мають від 10 до 15 зв’язків між такими 

групами. Як центри груп обрано атоми, зв’язані з двома атомами кисню або 

сірки. Серед бази даних з понад 64000 сполук було відібрано 740 сполук. 

Отримана спрощена модель фармакофора досить добре корелює з 

фармакофорами, описаними в [69] (див. Розділ 1, Рис. 1.6 та 1.7) і є їх 

підмножиною. 

 

Рис 4.8. Взаємодія ізотіазолідинонової похідної пептидного типу (PDB-код 

2CM7) з РТР1В.  

 

4.2.3. Паралельне використання молекулярного докінгу і QSAR 

 

У розділі 3 було описано модифікований AutoDock 4.2 і його використання 

для докінгу відомих інгібіторів РТР1B з використанням п'яти конформацій 

активного центру. Цей фермент має велику порожнину і кілька областей, де 

можуть зв’язуватися певні групи. Положення для зв’язування акцепторів 

водневих зв’язків у структурі РТР1В включають залишки активного сайту 

(His214-Arg221), а також вторинного сайту зв’язування (Arg24, Arg254). Можна 
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припустити, що як мінімум один з акцепторів водневих зв’язків зв’язується 

поблизу Cys215. Навіть якщо акцептор не може досягти Cys215, є багато інших 

донорів водневих зв’язків у цій області, наприклад Arg221. Це означає, що один 

з акцепторів водневих зв’язків може бути «прив’язаним» неподалік від Cys215 

(не більше 5 Å від атома сірки залишку Cys215). Решту акцепторів водневих 

зв’язків можна не чіпати, давши їм можливість вільно розміститися під час 

оптимізації. Модифікована версія AutoDock 4.2 дуже швидка. Якщо 

використовується пошук з обмеженнями, потрібно приблизно у 100 разів 

менше часу для докінгу. Крім того, як правило, знаходяться нижчі значення 

енергетичного мінімуму. Це дозволяє здійснювати пошук, прив’язуючи кілька, 

або навіть усі наявні акцептори водневих зв’язків у області Cys215. Допоміжна 

програма PrepDock (див. додаток А) готує такий набір файлів для AutoDock 4.2. 

Як було показано раніше у нашій роботі [113] - конформації PTP1B у 

зв’язаному з інгібіторами вигляді можна розділити на 5 кластерів, які 

представляють 5 основних типів зв’язування. За допомогою PrepRDock було 

створено файли завдань для докінгу для кожного кластера із закріпленням 

одного з сильних акцепторів водневих зв’язків (атоми зв’язані з двома атомами 

кисню або сірки, карбоксильні групи, фосфонатні групи, нітрогрупи, 

сульфонатні групи) поблизу каталітичного Cys215. Останні акцептори водневих 

зв’язків залишено вільними. Загалом, для 740 відібраних сполук на 5 кластерах 

знайдено 8001 способів зв’язування. Для всіх способів зв’язування проведено 

докінг. У таблиці 4.1 наведено результати. Речовини відсортовані за кількістю 

варіантів зв’язування, що дають високі прогнозовані значення pKi (  7). 

 В Табл. 4.2. подано результати прогнозування активності сполук як 

потенційних інгібіторів PTP1B методом QSAR. Сполуки відсортовано за 

результатами Моделі 3. 
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Таблиця 4.1 

Досліджені сполуки за «докінговим рейтингом»  
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Продовження табл. 4.1 
№
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Продовження табл. 4.1 

№
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Продовження табл. 4.1 

№
 з
а 
ре
йт
ин
го
м

 

Ідентифікатор 
сполуки 

Формула 

К
іл
ьк
іс
ть

 т
ип
ів

 
зв

’я
зу
ва
нн
я 
на

 5
 

кл
ас
те
ра
х 

P
D

B
 

К
іл
ьк
іс
ть

 т
ип
ів

 
зв

’я
зу
ва
нн
я,

 щ
о 

да
ю
ть

 p
K

i >
 7

 

3 RAM3001049 

N

N

N
S

N
+

S

O

O

O O

O

 

15 14 

3 RAM3003495 
N

+

N
+

N
+

O
N

O

O

O

O

O

O

N

 

15 14 

3 RAM3004098 
N

N
N

S

N
+

S

O

O
O

O O

 

15 14 

3 RAM3004771 N
N

S

S
O

O
O

O

O

O  

15 14 

3 RAM3005655 N
N

S

S

S
O

O

O

O

O

O

 

15 14 

 



104 

 

Продовження табл. 4.1 
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Продовження табл. 4.1 
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Продовження табл. 4.1 
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Таблиця 4.2 

Прогнозування активності сполук як потенційних інгібіторів PTP1B 
методом QSAR. Сполуки сортовано за результатами Моделі 3 

 
 

 
Ідентифікатор 

сполуки 
Модель 1 Модель 2 Модель 3 

1 RAM3017090 7,29 7,5 7,34 

2 RAM3016687 7,23 7,42 7,27 

3 RAM3016682 7,16 7,27 7,16 

4 RAM3034467 7,09 6,83 6,92 

5 RAM3021573 7,07 6,83 6,91 
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Продовження табл. 4.2 

 
Ідентифікатор 

сполуки 
Модель 1 Модель 2 Модель 3 

6 RAM3008432 6,97 6,8 6,84 

7 RAM3039932 6,92 6,8 6,82 

8 RAM3022925 6,91 6,74 6,79 

9 RAM3008431 6,89 6,73 6,77 

10 RAM3013034 6,88 6,72 6,76 

11 RAM3014079 6,85 6,67 6,72 

12 RAM3016112 6,83 6,66 6,71 

13 RAM3004381 6,82 6,65 6,70 

14 RAM3015816 6,82 6,64 6,69 

15 RAM3019028 6,82 6,61 6,68 

16 RAM3011882 6,79 6,52 6,62 

17 RAM3012436 6,79 6,5 6,61 

18 RAM3015416 6,78 6,5 6,61 

19 RAM3034806 6,78 6,49 6,60 

20 RAM3015574 6,73 6,48 6,57 

21 RAM3017206 6,73 6,47 6,57 

22 RAM3017685 6,72 6,46 6,56 
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Продовження табл. 4.2 

 
Ідентифікатор 

сполуки 
Модель 1 Модель 2 Модель 3 

23 RAM3011583 6,71 6,44 6,54 

24 RAM3015354 6,71 6,42 6,53 

25 RAM3018644 6,7 6,41 6,52 

26 RAM3041550 6,65 6,4 6,49 

27 RAM3029725 6,64 6,4 6,49 

28 RAM3005676 6,6 6,4 6,47 

29 RAM3030233 6,6 6,39 6,46 

30 RAM3033592 6,55 6,39 6,44 

31 RAM3033315 6,53 6,36 6,41 

32 RAM3015151 6,51 6,36 6,40 

33 RAM3030232 6,51 6,36 6,40 

34 RAM3038707 6,51 6,34 6,39 

35 RAM3010864 6,5 6,32 6,38 

36 RAM3033320 6,48 6,32 6,37 

37 RAM3005031 6,43 6,3 6,34 

38 RAM3003534 6,38 6,28 6,30 

39 RAM3032414 6,38 6,27 6,30 
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Продовження табл. 4.2 

 
Ідентифікатор 

сполуки 
Модель 1 Модель 2 Модель 3 

40 RAM3032596 6,38 6,27 6,30 

41 RAM3009651 6,37 6,25 6,28 

42 RAM3020279 6,36 6,25 6,28 

43 RAM3010427 6,32 6,25 6,26 

44 RAM3003108 6,31 6,25 6,25 

45 RAM3010851 6,31 6,23 6,24 

46 RAM3026476 6,31 6,22 6,24 

47 RAM3003762 6,29 6,22 6,23 

48 RAM3005228 6,29 6,21 6,22 

49 RAM3018926 6,28 6,19 6,21 

50 RAM3005156 6,27 6,19 6,20 

51 RAM3010090 6,26 6,19 6,20 

52 RAM3006330 6,24 6,18 6,18 

53 RAM3035467 6,24 6,18 6,18 

54 RAM3015083 6,23 6,18 6,18 

55 RAM3002183 6,2 6,13 6,14 

56 RAM3003542 6,19 6,13 6,13 
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Продовження табл. 4.2 

 
Ідентифікатор 

сполуки 
Модель 1 Модель 2 Модель 3 

57 RAM3003645 6,19 6,12 6,13 

58 RAM3033302 6,18 6,12 6,13 

59 RAM3005375 6,17 6,08 6,10 

60 RAM3026896 6,17 6,07 6,10 

61 RAM3018820 6,16 6,06 6,09 

62 RAM3027697 6,16 6,06 6,09 

63 RAM3004098 6,14 6,05 6,07 

64 RAM3010472 6,14 6,04 6,07 

 

Так як сполуки з найвищим рейтингом за обома методами протестувати 

експериментально не вдалося, найкращим виявився результат сполуки 

RAM3004098 (рис. 4). В докінговому рейтингу ця похідна роданіну, 4-{5-[3-(4-

нітрофеніл)-1-фенілпіразол-4-ілметилен]-4-оксо-2-тіотіазолідин-3-іл}бутанова 

кислота (рис. 4.9), поділяє третю позицію, а в рейтингу QSAR знаходиться на 

63-й, хоча її константа інгібування, що передбачалася, була гіршою у 

порівнянні з найкращою лише на порядок. Значення IC50, визначене для цієї 

сполуки експериментально, складає 4 мкМ. 
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Рис 4.9. Структура інгібітора RAM3004098 та спосіб його зв’язування в 

активному центрі РТР1В (репрезентативна структура кластера 1Q6M). 

 

 Підсумовуючи викладені в цьому розділі результати, можна підкреслити, 

що на основі великого набору даних, який містив більше ніж 2000 сполук, 

побудовано дві загальнодоступні QSAR моделі для оцінювання активності 

органічних сполук як інгібіторів PTP1B. Крім того, на основі двох QSAR 

моделей побудовано комбіновану модель, Моделі можуть використовуватись 

як окремо, так і можуть бути поєднанні для віртуального скринінгу органічних 

сполук. На основі простої фармакофорної моделі вибрано 740 сполук для 

тестування з набору у більш ніж 64000 сполук. Проведено віртуальний скринінг 

740 сполук як методами QSAR, так і методом молекулярного докінгу з 

використанням набору конформацій активного центру. Створено відповідно 

два рейтинги сполук. Проведено експериментальне тестування деяких сполук, 

що займають верхні положення у рейтингах. Ряд протестованих сполук 

показали активність, близьку до прогнозованої. 
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РОЗДІЛ 5 
 

���� �������� ������� ��� ������������� ������� �� ������ �������� ����������� НА ОСНОВІ 

AUTODOCK ТА AUTODOCK VINA 

 

5.1. Необхідність вдосконалення оціночних функцій молекулярного докінгу 

 

Як ілюструється багатьма прикладами, результати докінгу не завжди точні 

і мають тенденцію до занадто оптимістичних оцінок. Молекулярний докінг 

складається із двох основних компонентів: генерування положень докінгу 

ліганду за допомогою просторового конформаційного пошуку (для визначення 

способів зв’язування ліганду з ферментом) та оцінки згенерованих положень за 

допомогою оціночної функції. Генерування положень залежить від алгоритмів 

оптимізації. У нашому випадку оптимізація досить ефективно знаходить 

мінімуми, причому мінімуми у багатьох випадках значно нижчі за 

експериментальні дані. Це означає, що покращення вимагає сама оціночна 

функція. Оціночна функція також використовується для оцінювання та 

ранжування докінг-положень у відповідності до їх потенційних спорідненостей 

до зв’язування [149]. Тим не менше, святий Грааль комп’ютерного пошуку 

лікарських засобів – прогнозування спорідненостей до зв’язування комплексів 

протеїн-ліганд – все ще є досить приблизним і вимагає подальшого 

покращення. Певна кількість спрощень використовується у оціночних функціях 

для того, аби зробити докінг придатним для скринінгу великої кількості 

молекул, що складає мільйони або десятки мільйонів. Існує щонайменше 

декілька груп, які порівнюють різні підходи до оцінки зв’язування на 

регулярній основі та публікують звіти за результатами таких порівнянь [150-

154]. Оціночні функції можна грубо поділити на чотири класи: на основі 

силового поля, на основі інформації, емпіричні та комбіновані. Як було 

показано раніше [155], оціночні функції усіх класів є далекими від ідеалу та 
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потребують подальшого покращення. Раніше було продемонстровано, що 

комбінування кількох оціночних функцій покращує результати оцінювання 

лігандів щодо їх спорідненості до зв’язування [156]. Основною ідеєю цієї 

частини дисертаційного дослідження було побудувати нові оціночні функції і 

провести її тестування. 

Було вирішено спробувати два підходи: 

1) створити комбіновану гібридну функцію, яка базується на двох 

оригінальних версіях оціночних функцій з AutoDock [157] 

(http://autodock.scripps.edu/resources/references) та AutoDockVina [121] 

(http://vina.scripps.edu).  

2) Створити нову оціночну функцію на основі підходу, відомого як RF 

Score [158]. 

 

5.2. Об’єднання оціночних функцій AutoDock та AutoDock Vina 

 

Як AutoDock, так і AutoDock Vina є складними програмами для 

проведення молекулярного докінгу, які широко використовуються науковим 

товариством та мають значно відмінні оціночні функції. Оціночна функція 

AutoDock базується на класичних силових полях молекулярної механіки, тоді 

як AutoDockVina має абсолютно відмінну оціночну функцію на основі 

формалізму «машинного навчання» та не базується на жодній фізичній моделі. 

Незважаючи на ці відмінності, обидві програми мають один і той самий формат 

введення даних, завдяки чому функції можуть бути легко об’єднані. Хоча 

автори AutoDockVina наполягають, що їх підхід дає набагато кращі результати 

у порівнянні із AutoDock [121], офіційна позиція авторів обох програм полягає 

в тому, що будь-який із підходів може бути прийнятнішим для певної 

протеїнової мішені і обидва мають тестуватися щодо експериментальних даних 

зв’язування (http://autodock.scripps.edu). Метою цієї частини роботи було 

тестування підхіду із новою гібридною комбінованою оціночною функцією, 
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щоб побачити, чи дає це кращі результати у порівнянні до застосування 

окремих оціночних функцій щодо прогнозування констант зв’язування. Було 

вирішено побудувати нову оціночну функцію, включаючи усі складові 

оціночних функцій AutoDock та AutoDock Vina. Як відомо, оціночна функція 

AutoDock походить від силового поля AMBER та включає п’ять компонентів 

для взаємодій атом-атом та оцінку втрати конформаційної ентропії після 

зв’язування (ΔSconf). Взаємодії атом-атом включають [157]: 

 складову дисперсії/відштовхування, яка є типовою для 

потенціалу Леннарда-Джонса, що описує Ван-дер-Вальсові взаємодії 

(потенціал 6/12); 

 складову для оцінки водневих зв’язків, що враховує їх 

напрямок на основі потенціалу 10/12; 

 кулонівський потенціал для оцінювання електростатичних 

взаємодій; 

 потенційну енергію десольватації, яка оцінена на основі 

об’єму атомів (V), які оточують вказаний атом та відгороджують його 

від розчинника, зважену за допомогою параметру сольватації (S) та за 

складовою експонентного типу із фактором оцінювання впливу 

відстані. 

Усі складові мають свій ваговий вплив. Оцінювання впливу констант було 

оптимізовано для калібрування емпіричної вільної енергії зв’язування на основі 

набору із експериментально визначених констант зв’язування. Оцінювання 

втрати конформаційної ентропії представлено кількістю зв’язків, які вільно 

обертаються, помноженою на ваговий коефіцієнт. 

Оціночна функція AutoDock Vina [121] також базується на попарних 

взаємодіях між атомами, які визначаються п’ятьма складовими, на основі так 

званої поверхневої відстані між атомами dij = rij – Rti - Rtj, де rij– це відстань між 

атомами i і j, Rt – це Ван-дер-Вальсовий радіус атома типу t: 

  Три просторові складові (відстань у Å): 
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2)5.0/(

1 )( dedgauss   

o 
2)2/)3((

2 )(  dedgauss  

o Repulsion/відштовхування(d) = d2 якщо d < 0 і 0 у 

іншому випадку. 

  Гідрофобна складова дорівнює 1, коли d <0.5 Å, і дорівнює 0, коли 

d >1.5 Å та лінійно інтерполюється між цими значеннями.  

  Складова водневого зв’язку дорівнює 1, коли d<−0,7 Å, дорівнює 0, 

коли d>0 і так само лінійно інтерполюється між цими значеннями. У 

цьому застосуванні для прискорення обчислення незв’язаних взаємодій 

було застосовано відсікання відстані у rij= 8 Å для всіх незв’язаних 

взаємодій. 

Ці складові також беруться з відповідними ваговими коефіцієнтами. 

Кінцева формула також включає штраф за кількість зв’язків, які обертаються. У 

цьому випадку додається деяка нелінійність до оціночної функції: 

wNrot
ccg  1)( , де g(c) – енергія взаємодії, c – це сума вищезазначених 

складових за всіма парами взаємодіючих атомів, Nrot – це кількість зв’язків у 

ліганді, які обертаються, а w– це асоційована вага. Незважаючи на те, що 

наявна певна схожість, складові оціночної функції є дуже різними. Наприклад, 

оціночна функція AutoDock Vina навіть не бере до уваги заряди на атомах. 

Нова покращена оціночна функція була побудована із використанням 

відібраного (refined) набору бази даних PDBbind версії 2012 року [159] як 

тренувального набору та комплексів, що з’явилися в редакції 2013 як тестового 

набору.  

Ефективність нової гібридної оціночної функції була порівняна із 

ефективністю оригінальних функцій. Вона виявилась вищою як на 

тренувальному, так і на тестовому наборах. 

Нова покращена оціночна функція H1 є лінійною комбінацією усіх 

складових обох оціночних функцій. Вона включає 5 складових з AutoDock, а 
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саме 4 типи попарних міжатомних взаємодій, таких як 

дисперсія/відштовхування, водневі зв’язки, електростатичні взаємодії, та 

десольватація, і штрафну складову для зв’язків, які обертаються. AutoDock Vina 

вносить 5 інших міжатомних складових, а саме, gauss1, gauss2 складові 

(створені для відображення Ван-дер-Вальсових взаємодій), спеціальні складові 

для відштовхування, складові гідрофобних взаємодій та водневих зв’язків.  

Окрім того, AutoDock Vina також має штраф для зв’язків, які обертаються, 

що додає нелінійності до оціночної функції. Тому повне значення функції 

AutoDock Vina включено в нову оціночну функцію як окрема складова. Усі 

складові та їх вагові значення для нашої нової гібридної оціночної функції 

перелічено в Таблиці 5.1. 

Тренувальний набір молекулярних комплексів був отриманий із 

відібраного набору PDBBind (www.pdbbind.org, версія 2012). Ліганди були 

підготовлені із MOL2 файлів із використанням стандартного python скрипта 

“prepare_ligand4.py”. Протеїни і рецептори були підготовані 

prepare_receptor4.py із pdb файлів із рецепторними (зв’язувальними) кишенями 

(*_pocket.PDBfiles). Деякі комплекси із іонами металів були виключені, так як 

вони мали PDB-формат, який був несумісний із prepare_receptor4.py. В 

результаті отримано тренувальний набір з 2412 комплексів протеїн-ліганд. 

Тестовий набір складається із 313 комплексів, які з’явилися у виданні PDBBind 

від 2013 року. Усі 11 складових елементів енергії були розраховані для кожного 

комплексу із використанням спеціально модифікованої версії AutoGrid. Ця 

версія AutoGrid була також здатна розраховувати значення для оціночних 

функцій AutoDock та AutoDock Vina. Коефіцієнти були розраховані методом 

множинних лінійної регресії (MultipleLinearRegression, MLR), що базується на 

стандартній процедурі Lfit із NumericalRecipes на C [101]. 



118 

 

Таблиця 5.1 

Компоненти оціночної функції H1, побудованої з елементів оціночних 

функцій AutoDock та AutoDockVina 

 
О
ці
но
чн
а 
ф
ун
кц
ія

 

Складова 

О
ри
гі
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ль
ни
й 
ва
го
ви
й 

ко
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О
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pK
ia  

В
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ое
ф
іц
іє
нт

 

ск
ла
до
во
ї д
ля

 

гі
бр
ид
но
ї о
ці
но
чн
ої

 

ф
ун
кц
ії

 H
1 

Дисперсія/відштов
хування 

0,1662 -0,1220 -0,022840 

Водневі зв’язки 0,1209 -0,888 -0,026641 
Електростатичні 

взаємодії 
0,1406 -0,1032 0,006095 

Десольватація 0,1322 -0,0971 -0,066056 A
ut

oD
oc

k 

Штраф за зв’язки, 
що обертаються 

0,2983 -0,2190 0,038817 

gauss1 -0,0356 0,0261 -0,000212 
gauss2 -0,00516 0,0038 0,000135 

Відштовхування -0,840 0,6167 0,181128 
Гідрофобні 
взаємодії 

-0,351 0,2577 -0,003130 

Водневі зв’язки -0,587 0,4310 -0,052010 

A
ut

oD
oc

k 
V

in
a 

Функція 
AutoDock Vinab 

  -0,341599 

 Вільний член   2,954182 

П р и м і т к а 1. Вагові коефіцієнти складових отримано за допомогою 

методу множинної лінійної регресії. Вагові коефіцієнти складових, які 

використані в оригінальних функціях AutoDock та AutoDock Vina, надані для 

порівняння. 

П р и м і т к а 2. a Оригінальні вагові коефіцієнти складових були розділені 

на -1,362, щоб отримати pKi замість енергії зв’язування (ккал/моль). b AutoDock 

Vina включає штраф за зв’язки, що обертаються. Отримане значення ділиться 

на (1 + 0,0585 * Nrot).  
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Нова оціночна функція H1 була протестована під час CSAR Benchmark 

Exercise 2014 (http://csardock.org). Оціночна функція (команда T) правильно 

визначила 3 найкращих положення з 200 в усіх 22 випадках. З 22 випадків була 

лише одна помилка із визначенням найкращого положення. У цьому випадку 

найкраща структура була розташована на другому місці. 

Результуюча оціночна функція показала себе набагато краще, ніж 

оригінальні оціночні функції AutoDock та AutoDock Vina. (Рис. 5.1, 5.2, 

Таблиця 5.2).  

 

 

 

Рис 5.1. Ефективність нової гібридної оціночної функції H1, що оцінена на 

тренувальному наборі: N = 2412 комплекси протеїн-ліганд, R = 0,62; RMSE = 

1,54; MAE = 1,22. 
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Рис. 5.2. Ефективність нової гібридної оціночної функції, що оцінена на 

незалежному тестовому наборі: 313 комплексів протеїн-ліганд, R = 0,49; RMSE 

= 1,76; MAE = 1,46.  

Таблиця 5.2 

Ефективність нових оціночних функцій H1 та RFL у порівнянні із 

функціями RF Score, AutoDock та AutoDock Vina 

 

Тренувальний набір, 
2412 комплексів 

Тестовий набір, 
313 комплексів 

О
ці
но
чн
а 

ф
ун
кц
ія

 

К
ое
ф
іц
іє
нт

 
ко
ре
ля
ці
ї R

 

R
M

S
E

 

M
A

E
 

К
ое
ф
іц
іє
нт

 
ко
ре
ля
ці
ї R

 

R
M

S
E

 

M
A

E
 

H1 0,62 1,54 1,22 0,49 1,74 1,45 
RFLa 0,58 1,59 1,26 0,56 1,64 1,36 
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 Продовження таблиці 5.2 
 

Тренувальний набір, 
2412 комплексів 

Тестовий набір, 
313 комплексів 

О
ці
но
чн
а 

ф
ун
кц
ія

 

К
ое
ф
іц
іє
нт

 
ко
ре
ля
ці
ї R

 

R
M

S
E

 

M
A

E
 

К
ое
ф
іц
іє
нт

 
ко
ре
ля
ці
ї R

 

R
M

S
E

 

M
A

E
 

RF Score 0,93 0,64 0,5 0,63 1,54 1,25 

AutoDock Vina 0,53 2,10 1,65 0,36 2,59 2,08 
AutoDock 0,43 2,58 1,96 0,28 2,81 2,13 

 

a Тренувальний набір у цьому випадку складався з 2897 комплексів. 
 

Результати, отримані для тестового набору, є не набагато гіршими від 

результатів для тренувального набору.  

Це означає, що функція може використовуватися для прогнозування 

констант інгібування ензиму. 

 

5.3. Лінійна функція на основі RF Score (RFL) 

 

Як відомо, нещодавно було розроблено оціночну функцію RF Score [160], 

яка використовує новітній �������� ��������� ��������, ������� �� Random Forest �� ��������� 

�� ���� ��������, ������ ������������ ������ ������������, �� �������� �������������� ���������. ����� ���� 

������ � �������� C, N, O, S �� ���� ������ � ������� (�� � + Cl, F, Br, I, P), ���� ���� ������ 

�����������. ��� ������ ���� ����� ������ ����������� ��������� ���������, ��� ����� 12 Å, ������� �������� 

36 ������������� ������������. � ���������� �������� �������, ��� �������� ������������ pKi ��� ���������� 

�������-��������� � ������� �������� [161] (������� �������� �� ��������). ����� ��������� ������� ������ 

���������� ������� ������ �������, ����������� �� ������� Random Forest [162]. � ����� ������ 

���������� ������� ���������� ������ �� ������ ��� ����� ������������. ������ ������������ � ������� 5.3. 
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Таблиця 5.3 

Компоненти оціночної функції RFL, побудованої як лінійний варіант 

RF Score.  

Назва 
компоненту 

Тип атому 
протеїну 

Тип атому 
ліганда 

Ваговий 
коефіцієнт 

x6,6 C C 0,000506 

x6,7 C O -0,00049 

x6,8 C N -0,00019 

x6,9 C F -0,00071 

x6,15 C P -0,00194 

x6,16 C S 0,006748 

x6,17 C Cl -0,000092 

x6,35 C Br -0,00018 

x6,53 C I -0,00191 

x7,6 O C 0,000299 

x7,7 O O 0,007174 

x7,8 O N -0,00393 

x7,9 O F 0,028199 

x7,15 O P 0,033878 

x7,16 O S 0,02009 

x7,17 O Cl -0,01938 

 

Продовження таблиці 5.3 

Назва 

компоненту 

Тип атому 

протеїну 

Тип атому 

ліганда 

Ваговий 

коефіцієнт 
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x7,35 O Br -0,06045 

x7,53 O I 0,045401 

x8,6 N C 0,000278 

x8,7 N O -0,0054 

x8,8 N N 0,003664 

x8,9 N F -0,02158 

x8,15 N P -0,02053 

x8,16 N S -0,03003 

x8,17 N Cl 0,022135 

x8,35 N Br 0,056467 

x8,53 N I -0,05878 

x16,6 S C 0,002612 

x16,7 S O 0,018612 

x16,8 S N -0,01789 

x16,9 S F 0,018648 

x16,15 S P -0,06262 

x16,16 S S -0,06164 

x16,17 S Cl 0,06224 

x16,35 S Br 0,176833 

x16,53 S I 0,45459 

Вільний 
член 

  
4,343755 

Взаємодія між протеїном та лігандом описується вектором X, який має 36 

компонентів (4 типи для протеїнів і 9 типів для лігандів). Кожний елемент 

векторів позначається як xi,,j, де i та j - це атомні номери. Наприклад, x7,,8 це 
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номер випадків взаємодії азоту протеїну із киснем ліганду на відстані, що не 

перевищує 12Å. �� ����� � ������� 5.2 �� ���. 5.3. � 5.4, ������� ������� RFL ���� ��������� 

����� ������������ RF Score на тестовому наборі (високі результати RF Score на 

тренувальному наборі свідчать швидше про можливості методу Random Forest � 

«��������» �����, � ��� ��� �� ��������� �� �������� ������������� ���� �� ��������� ������).  

 

 

Рис 5.3. Ефективність нової оціночної функції RFL, що оцінена на 

тренувальному наборі: N = 2897 комплексів протеїн-ліганд, R = 0,58; RMSE = 

1,59; MAE = 1,26. 

 

Як можна побачити з Tаблиці 5.2, метод RF Score дає набагато кращі 

результати на тренувальному наборі, ніж RFL. Це можна пояснити складною 

природою моделі, побудованої цим методом. З іншого боку, якщо ми 

подивимося на результати прогнозувань для тестового набору, то вони близькі. 

Ці результати є набагато більш значущими, так як вони демонструють 

прогнозуючу здатність методу. Немає статистично значущої відмінності між 
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значеннями R. Різниця між похибками (для обох - RMSE та MAE) також є дуже 

низькою, особливо враховуючи, що експериментальна похибка щодо 

вимірювання pKi складає приблизно 0,64 [163]. ������ ������� � ��, �� ����� ������ 

����������� ����� ������������ �������� ������ �������������� ��������� ������ � ���������� � ��������� 

�������� ���������. 

Детальніше ці результати показано на Рис. 5.1 – 5.4. 

 

Рис. 5.4. Ефективність нової оціночної функції RFL, що оцінена на 

незалежному тестовому наборі: 313 комплексів протеїн-ліганд, R = 0,56; RMSE 

= 1,64; MAE = 1,36. 
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5.4. Використання нових оціночних функцій для розрахунків 

комплексів PTP1B з лігандами  

 

Протеїнтирозинфосфатаза 1B, що є основним об’єктом дослідження у 

даній роботі, є мішенню для теоретичних і експериментальних дослідження [6, 

141, 164].  

На важливість даного ензиму вказує також те, що він представлений 

великою кількістю доступних структур (26 у цьому дослідженні, більш ніж 100 

комплексами у RCSB Protein Data Bank [164]).  

AutoDockVina показав навіть трохи кращі результати на PTP1B у 

порівнянні із новою гібридною функцією. Для проведення подальшого 

порівняння було додано інші 28 комплексів, які не були представлені у 

відібраному піднаборі бази даних PDbBind.  

Константи зв'язування та прогнози для всіх комплексів наведено в таблиці 

5.4. Узагальнені результати демонструє таблиця 5.5.  

Трохи кращі результати для оціночної функції AutoDockVina можна 

пояснити тим, що 20 з цих комплексів були в основному наборів PDBbind ще у 

версії 2007 року і були використані для побудови цієї функції.  

Для додаткової перевірки було обрано набір з 28 комплексів з інших 

джерел. Ці 28 комплексів не були включені до обраного набору PDBBind.  

Наша гібридна функція, а також створена нами RFL проявили себе набагато 

краще як для цього тестового набору, так і для загального набору з 54 

комплексів. 
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Таблиця 5.4 

Порівняння AutoDock Vina із новими гібридними оціночними функціями 

на прикладі протеїнтирозинфосфатази 1B  

pKi 

PDB Код 
Прогнозоване значення 

Експериментальне 

значення 

 
AutoDock 

Vina AutoDock H1 RFL  

1BZC 6,33 10,23 6,76 6,82 4,92 

1BZJ 6,38 8,94 6,45 6,40 4,66 

1C83 5,57 8,06 5,88 5,26 4,85 

1C84 5,48 7,22 5,96 5,34 5,00 

1C86 4,66 9,38 5,95 5,70 4,70 

1C87 4,29 8,37 5,66 5,67 4,20 

1C88 5,01 9,42 5,99 5,95 5,29 

1ECV 5,52 8,45 6,01 4,82 4,85 

1G7F 4,93 8,67 6,24 5,80 5,47 

1G7G 3,93 8,42 6,73 5,95 6,60 

1KAV 5,70 8,46 6,40 6,69 5,82 

1NL9 5,68 8,77 6,88 6,59 5,96 

1NNY 6,98 11,11 7,64 7,40 7,66 

1NO6 5,40 7,22 6,23 5,96 4,41 

1NZ7 5,23 9,11 7,01 7,22 7,12 



128 

 

Продовження табл. 5.4 

Прогнозоване значення  
PDB 

Код AutoDock Vina AutoDock H1 RFL 
Експериментальне 

значення 

1ONY 5,25 8,35 6,78 6,73 6,77 

1ONZ 5,24 6,39 5,91 5,90 5,10 

1PYN 5,61 8,88 6,84 6,10 5,49 

1QXK 5,73 7,54 6,73 6,15 5,05 

1XBO 6,60 8,52 7,04 6,06 6,04 

2QBP 6,66 8,41 6,68 6,47 8,40 

2QBQ 5,98 8,13 6,24 5,61 7,44 

2QBR 5,57 7,85 6,10 5,93 6,33 

2QBS 6,07 8,23 6,19 5,67 6,68 

2ZMM 6,00 9,03 6,30 5,95 7,60 

2ZN7 5,76 8,28 6,27 6,20 7,89 

1KAK 5,33 7,07 5,15 6,57 4,59 

1LQF 2,77 7,59 5,78 7,22 8,30 

1PH0 3,90 7,84 6,4 6,62 6,92 
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Продовження табл. 5.4 

pKi 
PDB 
Код 

Прогнозовано, 
AutoDock Vina 

Прогнозовано, 
AutoDock 

Прогнозовано, 
H1 

RFL 
Експериментальне 

значення 

1Q1M 5,34 7,26 6,47 6,16 5,16 

1Q6J 6,38 9,68 6,78 8,44 7,79 

1Q6M 6,90 9,60 6,71 8,95 7,89 

1Q6N 5,58 8,99 7,18 8,25 7,64 

1Q6P 5,62 8,55 6,90 7,98 8,52 

1Q6S 5,82 11,01 7,28 8,46 7,92 

1Q6T 5,44 9,88 7,06 8,57 8,30 

2CM7 3,77 6,96 7,04 6,51 6,68 

2CM8 2,90 5,84 5,95 5,90 5,87 

2CMB 5,17 7,84 7,69 7,32 7,19 

2CMC 3,44 6,03 5,73 6,55 5,76 

2CNE 3,87 7,45 5,90 7,34 8,77 

2CNF 4,09 6,94 7,09 6,99 6,61 

2CNG 4,67 6,83 7,04 7,07 6,96 
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Продовження табл. 5.4 

pKi 

PDB 

Код Прогнозовано, 

AutoDock Vina 
Прогнозовано, 

AutoDock 

Прогнозовано, 

H1 
RFL 

Експериментальне 

значення 

2CNH 4,03 6,47 6,89 6,89 7,23 

2CNI 4,59 8,94 8,12 7,36 7,68 

2F6V 5,10 6,86 6,13 6,64 4,43 

2F6Z 4,97 9,00 6,02 7,31 5,32 

2F70 4,03 8,04 5,71 6,97 4,47 

2F71 4,14 8,08 5,92 6,83 5,60 

2FJM 7,68 11,16 8,37 8,70 6,85 

2VEV 3,75 6,09 7,42 7,54 6,52 

2VEW 4,16 7,11 7,26 7,56 7,19 

2VEX 4,03 7,19 7,44 7,40 6,74 

2VEY 4,53 7,09 7,51 7,43 7,37 

 

П р и м і т к а  

У верхній частині таблиці 26 комплексів з вибраного набору PDBBind. 
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Таблиця 5.5 

Порівняння ефективності функцій на комплексах PTP1B. Узагальнення 

 

Тренувальний набір, 
26 комплексів 

Тестовий набір,  
28 комплексів 

Загалом, 54 комплекси
Функція 

R RMSE MAE R RMSE MAE R RMSE MAE 

H1 0,45 1,15 1,0 0,47 1,09 0,84 0,50 1,12 0,91 

RFL 0,42 1,09 0,88 0,63 1,09 0,84 0,60 1,09 0,85 

Auto- 
Dock 
Vina 

0,39 1,16 0,92 0,15 2,58 2,25 0,05 2,03 1,61 

Auto- 
Dock 

0,23 2,89 2,58 0,39 1,83 1,38 0,21 2,41 1,96 

 

П р и м і т к а. a 26 структур з бази даних PDBbind. a 28 структур з інших 

джерел (тестовий набір). 

 

Хоча отримані кореляції і не дуже високі, вони значно кращі для H1 та 

RFL, ніж для функцій-попередників. Цікаво зазначити, що середня 

експериментальна похибка визначення pKi дорівнює 0,64 логарифмічні одиниці 

[162], тобто досить близька до помилки прогнозування у випадку PTP1B. Таким 

чином, базуючись на перевагах точнішого прогнозування зв’язування 

інгібіторів, комбінована гібридна оціночна функція H1 та лінійний варіант 

функції RF Score, RFL можуть бути використані для ідентифікації 

перспективних хімічних сполук за допомогою віртуального скрінінгу 

інгібіторів РТР1В. Наявність двох оціночних функцій з близькими 

статистичними характеристиками є швидше перевагою ніж недоліком, оскільки 

на кожному конкретному класі речовин перевагу може мати будь-яка з них. 
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ВИСНОВКИ 

 

В дисертаційній роботі запропоновано нові підходи до вивчення 

протеїнтирозинфосфатази 1В як мішені для потенційних інгібіторів in silico, що 

включають класифікацію ліганд-зв'язувальних центрів, застосування нових 

докінгових процедур та використання даних QSAR аналізу.  

1. Теоретичний аналіз відомих кристалічних структур РТР1В у 

комплексах з інгібіторами демонструє можливість п’яти репрезентативних 

конформацій активного центру та чотирьох конформацій петлі 110-120. 

Використання репрезентативних конформацій для молекулярного докінгу 

інгібіторів забезпечує врахування конформаційних змін активного центру 

РТР1В. 

2. Фіксація біоізостерних фрагментів інгібіторів в активному центрі 

РТР1В може бути обмежена для порівняльного прискореного in silico скринінгу 

органічних сполук. Запропоновано нову модифікацію програми AutoDock 4.2, 

що орієнтована на дослідження великої кількості сполук для пошуку інгібіторів 

РТР1В з об’ємним центром зв’язування. 

3. Для пошуку нових інгібіторів РТР1В і прогнозування їх інгібувальної 

здатності побудовано нові QSAR моделі на базі 2D-дескрипторів, 3D-

дескрипторів та 2D+3D-дескрипторів  

4. На основі класифікації ліганд-зв'язувальних центрів РТР1В, поєднання 

молекулярного докінгу і QSAR моделювання серед набору з понад 64000 

сполук ідентифіковано нові потенційні інгібітори, що виявляють активність in 

vitro в мікромолярному діапазоні концентрацій. 

5. Для молекулярного докінгу потенційних інгібіторів запропоновано нові 

гібридні оціночні функції H1 та RFL на основі функцій AutoDock 4.2, AutoDock 

Vina і функції RF Score. У випадку комплексів PTP1B з відомими лігандами 

нові функції забезпечують кращі результати у порівнянні з базовими 

розрахунками. 
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