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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

 

РТРази  – протеїнтирозинфосфатази 

РТР1В – протеїнтирозинфосфатаза 1B 

ТС-РТР – Т-клітинна протеїнтирозинфосфатаза 

LAR – лейкоцит-антиген зв´язувальна протеїнтирозинфосфатаза 

SHP2 – протеїнтирозинфосфатаза SHP2 

SHP1 – протеїнтирозинфосфатаза SHP1 

CD45 – протеїнтирозинфосфатаза CD45 

Meg2 – протеїнтирозинфосфатаза Meg2 

Meg1 – протеїнтирозинфосфатаза Meg1 

РТРβ – протеїнтирозинфосфатаза β 

pNPP – штучний субстрат n-нітрофенілфосфат 

4-MUP – флуоресцентний субстрат метилумбеліферилфосфат 

pTyr
1146

 – пептидний субстрат РТР1В (фрагмент інсулінового рецептора) 

E – ензим 

Ѕ – субстрат 

І – інгібітор 

М – молярність 

Vст – стаціонарна швидкість реакції 

V0 – початкова швидкість реакції 

Km  – константа Міхаеліса 

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

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

kapp – уявна константа швидкості псевдопершого порядку 

ЛСА – людський сироватковий альбумін 

KSV – константа Штерна-Фольмера 

Kb – константа зв’язування 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Відомо, що рівень фосфорильованості білкових 

молекул контролюється протеїнтирозинкіназами і протеїнтирозин-

фосфатазами. В людському організмі знайдено більше сотні 

протеїнтирозинфосфатаз (РТРаз), що гідролізують фосфотирозинові залишки 

білків і виступають як модулятори сигнальної трансдукції. Зміни в 

активності таких фосфатаз можуть сприяти розвитку патологій, включаючи 

рак, метаболічні та автоімунні хвороби. Впливаючи на функціонування 

живих клітин, РТРази можуть бути біомішенями для розробки нових 

лікарських препаратів. 

Останнім часом значні зусилля спрямовано на вивчення людської 

протеїнтирозинфосфатази 1В (РТР1В), висока експресія якої спостерігається 

в інсулін-чутливих тканинах. Встановлено, що надлишкова активність цього 

ензиму приводить до зниження рівня фосфорильованості амінокислотних 

залишків тирозину в структурі інсулінового та лептинового рецепторів, що 

спричиняє зменшення їх спорідненості до відповідних гормонів. Доведено, 

що миші з нокаутованим геном РТР1В мають підвищену чутливість до 

інсуліну та не схильні до надлишкової ваги, тобто, інгібітори РТР1В можуть 

бути застосовані для лікування діабету 2 типу та ожиріння. Синтетичні і 

природні інгібітори РТР1В інтенсивно вивчаються, однак, на даний час 

ефективних препаратів для лікування діабету 2 типу або ожиріння, дія яких 

полягала б у блокуванні активності РТР1В, ще не впроваджено. Тому пошук і 

вивчення нових інгібіторів цього ензиму залишається актуальним завданням 

біоорганічної хімії.  

Серед значної кількості відомих структур різних класів, які здатні 

пригнічувати активність РТРаз, значний інтерес викликають сполуки з 

залишками фосфонових кислот. Такі похідні з моно- чи діаніонними 

залишками фосфонових кислот (фосфонати) як біоізостерні аналоги 

моноалкілфосфатів здатні зв’язуватись в активному центрі фосфатаз та поряд 
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з ним, імітуючи приєднання білкового субстрату. Раніше було показано, що 

фосфонові кислоти на молекулярній платформі каліксаренів ефективно 

інгібують лужні фосфатази [Vovk A.I. et al., 2004] та бактеріальну 

протеїнтирозинфосфатазу з Єрсинії  [Vovk A.I. et al., 2010].  Однак, 

інгібувальна здатність таких сполук щодо РТР1В та інших людських РТРаз 

не була вивчена.  

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

була складовою частиною 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 5.18.2.8 "Дослідження фізико-хімічних властивостей і 

біоактивності синтетичних нанорозмірних макроциклічних об’єктів та їх 

функціоналізованих похідних щодо терапевтично важливих білкових 

мішеней in vitro", № держреєстрації 0112U004108; тема 2/03-13 

"Молекулярний дизайн, синтез і дослідження інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз як потенційних лікарських засобів проти цукрового 

діабету та інших захворювань", № держреєстрації 0113U005097). 

Мета і задачі дослідження. Метою дисертаційної роботи було 

встановлення закономірностей і механізмів інгібування РТР1В 

фосфонатними похідними калікс[4]арену та тіакалікс[4]арену, виявлення 

сполук з селективною дією на активність РТР1В у порівнянні з іншими 

РТРазами та з’ясування властивостей потенційно біоактивних фосфонатів в 

модельному оточенні за наявності сироваткового альбуміну.  

Для досягнення цієї мети були поставлені наступні завдання:  

 вивчення кінетичних особливостей і механізмів інгібування РТР1В 

калікс[4]аренметиленбісфосфоновими кислотами;  

 з’ясування закономірностей інгібувального впливу α-гідроксиметил-

фосфонових та α-кетофосфонових кислот на платформі калікс[4]аренів на 

активність РТР1В;  
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 вивчення селективності дії похідних калікс[4]аренфосфонових кислот на 

активність РТР1В у порівнянні з іншими цитоплазматичними та 

трансмембранними РТРазами людини; 

 експериментальне обґрунтування нових напрямів пошуку і створення 

ефективних і селективних інгібіторів РТР1В на молекулярній платформі  

тіакалікс[4]арену; 

 встановлення закономірностей зв’язування фосфорильованих похідних 

тіакалікс[4]аренів з людським сироватковим альбуміном.  

Обєкт дослідження – похідні калікс[4]арен- і тіакалікс[4]аренфосфо-

нових кислот як інгібітори РТР1В. 

Предмет дослідження – зв’язок між структурою і активністю 

фосфорильованих похідних калікс[4]аренів і тіакалікс[4]аренів як інгібіторів 

РТР1В та інших РТРаз, а також їх взаємодія з людським сироватковим 

альбуміном. 

Методи дослідження – ензиматична кінетика, спектрофотометрія та 

спектрофлуориметричний аналіз, молекулярний докінг. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше встановлено 

інгібувальну здатність та закономірності впливу метиленбісфосфонатних,        

α-гідроксиметилфосфонатних і α-кетофосфонатних похідних калікс[4]аренів 

на ряд людських протеїнтирозинфосфатаз. Серед калікс[4]аренфосфонових 

кислот знайдено нові ефективні інгібітори РТР1В, що можуть виявляюти 

селективність у порівнянні з іншими протеїнтирозинфосфатазами, такими як 

ТС-РТР, CD45, SHP2, MEG2, MEG1 та LAR-PTP. З’ясовано кінетичні 

особливості та механізми інгібування РТР1В фосфонатними інгібіторами на 

калікс[4]ареновій платформі. Виявлено, що процес облаштування інгібітора в 

активному центрі РТР1В узгоджується з одно- або двостадійним механізмом 

повільного зв’язування. На основі експериментальних даних та 

молекулярного докінгу продемонстровано роль біоізостерних замісників та 

макроциклічної платформи в механізмах утворення ензим-інгібіторного 

комплексу. Показано, що метилфосфонатні похідні на платформі 
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тіакалікс[4]арену виявляють сильнішу інгібувальну здатність стосовно 

РТР1В у порівнянні з калікс[4]ареновими аналогами. Вперше встановлено, 

що похідні тіакалікс[4]аренів з ковалентно зв’язаними моноестерними 

залишками фосфонових кислот здатні ефективно і селективно пригнічувати 

РТР1В зі значеннями констант інгібування в низькомікромолярниму 

діапазоні. За допомогою спектрофлуориметричного методу вперше показано 

здатність калікс[4]арен- та тіакалікс[4]аренфосфонових кислот взаємодіяти з 

людським сироватковим альбуміном. На основі аналізу термодинамічних 

активаційних параметрів показано, що моноестерні похідні тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфонової кислоти можуть зв’язуватись з альбуміном краще, 

ніж відповідна фосфонова кислота.  

Практичне значення одержаних результатів. Результати 

дисертаційної роботи створюють наукове підґрунтя для подальшого дизайну 

ефективних, селективних і біодоступних інгібіторів РТР1В. Одержані 

результати можуть бути використані для конструювання нових інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз для  вивчення біохімічних механізмів 

функціонування живих клітин, а також для розробки нових лікарських 

засобів, зокрема, для лікування діабету 2 типу, ожиріння та раку.  

Особистий внесок здобувача. Дисертантом виконано 

експериментальну частину дисертаційної роботи, проведено обчислення 

констант і аналіз результатів кінетичних досліджень та результатів 

комп’ютерного моделювання. Формулювання окремих завдань і висновків, 

обговорення механізмів та даних молекулярного докінгу відбувалося спільно 

з науковим керівником – чл. кор. НАН України А.І. Вовком та к.х.н. В.Ю. 

Танчуком. Комп’ютерні розрахунки було проведено к.х.н. В.Ю. Танчуком. 

Автор висловлює подяку всім співавторам робіт, які брали участь у 

підготовці статей і тез доповідей.  

Апробація результатів дисертації. Результати роботи були 

представлені на наукових конференціях ІБОНХ НАН України (Київ, 2011 р., 

2012 р., 2014 р.); III міжнародному симпозіумі “Intracellular Signalling and 
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Bioactive Molecules Design” (Львів, 2012 р.), ХХІІІ Українській конференції з 

органічної хімії (Чернівці, 2013 р.), XI Українському біохімічному конгресі 

(Київ, 2014 р.) та інших наукових зібраннях. 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 5 статей у фахових 

наукових журналах, 1 статтю в науковому збірнику і тези 6 доповідей. 

Отримано 2 патенти на винахід. 

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

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

отриманих результатів та їх обговорення (розділи 3-6), заключної частини 

(розділ 7), висновків, і списку літератури (149 найменувань). Дисертаційна 

робота налічує 125 сторінок друкованого тексту, проілюстрована 13 

таблицями, 39 рисунками та 4 схемами.  
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РОЗДІЛ 1 

ІНГІБІТОРИ ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗ.  

СТРУКТУРА І АКТИВНІСТЬ 

(Короткий огляд літератури) 

 

1.1. Протеїнтирозинфосфатази як мішені для пошуку потенційно 

біоактивних сполук 

  

1.1.1. Класифікація РТРаз 

 

Активність близько 30% ензимів людини контролюється процесами 

фосфорилювання та дефосфорилювання серинових, треонінових або 

тирозинових залишків амінокислот [1]. Наявність моноалкілфосфатних груп 

в структурі регуляторних білків має важливе значення для багатьох 

сигнальних процесів, які забезпечують життєвий цикл клітин [2,3]. Ступінь 

фосфорильованості амінокислотних залишків тирозину, що встановлюється 

внаслідок такої оборотної посттрансляційної модифікації білків, залежить від 

активності протеїнтирозиннкіназ (РТКаз) та протеїнтирозинфосфатаз (РТРаз) 

(рис. 1.1) [4]. 

 

Рис. 1.1. Схематичне зображення процесів фосфорилюваня та 

дефосфорилювання білків за участю РТРаз та РТКаз. 
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В геномі людини знайдено більше 100 генів, які кодують інформацію 

про протеїнтирозинфосфатази [5,6]. Залежно від каталітичного механізму та 

субстратної специфічності ці ензими ділять на декілька класів [7]. 

До першого і найбільшого класу належать цистеїнові РТРази, які мають 

схожий активний сайт (мотив C(X)5R, де Х – залишок будь-якої 

амінокислоти) з каталітичним цистеїном. Перший клас РТРаз включає в себе 

38 класичних РТРаз та більше 60 подвійно-специфічних 

протеїнтирозинфосфатаз (DS-PТРаз) [8]. У порівнянні з класичними 

РТРазами, DS-PТРази здатні дефосфорилювати фосфосеринові (pSer) та 

фосфотреонінові (pThr) залишки амінокислот, а також розщеплювати Р-О-

зв’язки РНК та фосфатидилінозитолу [9]. Примітною ознакою, що дозволяє 

відокремити класичні і подвійно-специфічні PTPази, є глибина каталітичної 

кишені. У випадку DS-PТРаз активний центр ензиму має більш пологу 

каталітичну впадину і тому є менш сприятливим для зв'язування довгого 

бічного ланцюга тирозинового фрагменту [10]. 

Серед класичних РТРаз розрізняють рецепторні (21 ген) та 

цитоплазматичні (17 генів) ензими (рис.1.2). Рецепторні РТРази перетинають 

мембрану клітин та мають специфічні домени на зовнішній та внутрішній 

стороні мембрани. Домени на зовнішньому боці мембрани є гомологічними 

до молекул клітинної адгезії [11]. Більшість рецепторних РТРаз мають по два 

внутрішньоклітинних домени, один з яких є каталітичним, а інший 

регуляторним. Регуляторний домен може брати участь у процесах 

димеризації, регулюючи таким чином активність ензиму [12]. 

До другого класу протеїнтирозинфосфатаз належать низько-

молекулярні (~18 kDa) цистеїнові РТРази. Такі ензими здатні відщеплювати 

фосфорильну групу від фосфотирозину деяких кіназ та їх субстратів. 

Вважається, що представники цього класу можуть негативно впливати на 

інсулін-залежні сигнальні шляхи та брати участь в процесах трансформації 

епітеліальних клітин [13]. 
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Рис. 1.2. Схематичне зображення структури та класифікація класичних 

протеїнтирозинфосфатаз [14]. 

 

Протеїнтирозинфосфатази Cdc25 представляють третій клас. Це 

подвійно специфічні фосфатази, які здатні дефосфорилювати залишки pSer 

або pThr в циклін-залежних кіназах і в організмі людини кодуються генами 

Cdc25A, Cdc25B та Cdc25C. Їх активність є важливою для регуляції 

клітинного циклу [15,16]. 

Крім того, залишається ще ряд РТРаз, які є мало вивченими і тому не 

відносяться до жодного з описаних підкласів. Отримано небагато інформації 

стосовно структури та значення цих ензимів. Відомо тільки те, що на 

противагу цистеїновим фосфатазам існують РТРази, які можуть 

використовувати нуклеофільний аспарагін для гідролізу субстратів [17]. 
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1.1.2. Механізми каталітичної активності РТРаз 

Протеїнтирозинфосфатаза 1В (РТР1В) була першою класичною 

РТРазою, яку вдалося ізолювати в гомогенному стані і охарактеризувати 

методом рентгеноструктурного аналізу [18]. Пізніше аналіз структури решти 

РТРаз показав високу консервативність каталітичного сайту цих ензимів. 

Даний сайт розпізнає моноалкілфосфатний субстрат в моноаніонній формі і 

має чутливий нуклеофільний цистеїн, який розташовується в основі 

каталітичної кишені на поверхні ензиму. pKa Cys становить приблизно 4,5-

5,5, тому цей залишок депротонується при фізіологічних значеннях рН, тим 

самим підвищуючи свою активність під час каталізу. Специфічність до pTyr, 

яку виявляють класичні РТРази, забезпечується також тим, що менші pSer та 

pThr залишки в структурі білків не дістають до нуклеофільного атома сірки 

залишка цистеїну Р-петлі на дні каталітичної впадини. На додаток до Р-петлі, 

сторони активного центру сформовано WPD- та Q-петлями, які включають 

амінокислотні залишки, що є важливими для каталізу [19]. 

За допомогою мутантних форм ензиму досліджено кожну стадію 

гідролізу субстрату, що його каталізує РТР1В [20]. Було встановлено, що 

РТР1В має лише один N-термінальний каталітичний домен (1-300 

амінокислотні залишки). Реакція гідролізу субстрату, що її каталізує РТР1В, 

відбувається за рахунок амінокислот, що належать до WPD-петлі (177-185), 

Р-петлі (залишки активного сайту 214-221), R-петлі (113-118), S-петлі (198-

209) та Q-петлі (261-265) (рис. 1.3). 

За каталітичним доменом знаходиться регуляторна (залишки 300-400) 

та мембранно-локалізуюча ділянки ензиму (залишки 400-435). За допомогою 

останньої РТР1В здатна приєднуватись до цитоплазматичного боку 

ендоплазматичного ретикулюма.  
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Рис. 1.3. Схематичне зображення структури РТР1В [21]. 

 

Процес гідролізу субстрату, що його каталізують РТРази, проходить за 

двостадійним механізмом (схема 1.1) [22]. На першій стадії, після 

приєднання субстрату, фосфат піддається нуклеофільній атаці атомом сірки 

тіольної групи залишку каталітичного Cys [23]. Процес зв’язування 

субстрату супроводжується значними конформаційними змінами в 

активному центрі, під час яких WPD-петля закриває фосфорильований 

залишок тирозину. Таким чином, РТРази являють собою приклад концепції 

“індукованої відповідності”, в якій конформаційні зміни, індуковані 

зв’язуванням субстрату, утворюють каталітично-активну форму ензиму. 

Закривання WPD-петлі створює необхідне положення для інваріативного 

залишку аспарагінової кислоти, який на першій стадії каталізу діє як загальна 

кислота, що протонує тирозиновий фрагмент субстрату, який відходить. 

Друга стадія каталізу включає гідроліз цистеїн-фосфатного інтермедіату. На 

цій стадії гідролізу залишок аспартату діє як загальна основа, забираючи 

протон від молекули води. 
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Перша стадія 

 

Друга стадія 

 

Схема 1.1. Механізм каталізу реакції гідролізу субстрату РТРазами. 

 

Більшість деталей стосовно описаного механізму гідролізу було 

з’ясовано за допомогою РТР1В-ортованадатного комплексу, що є міметиком 

п’ятикоординованого атома фосфору в перехідному стані. За допомогою 

мутантної структури РТР1В, яка замість Gln262 вміщувала залишок Ala, що 

значно послабило функції гідролізу, було отримано кристал комплексу на 

стадії утворення каталітичного інтермедіату [24]. Таким чином було 

встановлено, що залишок Gln262 відіграє важливу роль на другій стадії 

процесу гідролізу, координуючи молекули води, так само як і залишок 

Asp181, який виконує функцію загальної основи. Аналіз структур ензиму під 

час процесу гідролізу показав, що WPD-петля у закритому стані ізолює 

цистеїн-фосфатний інтермедіат разом з молекулами води в каталітичному 

центрі, сприяючи його гідролізу та блокуючи можливість трансферу фосфату 

до сторонніх акцепторів фосфору. Це пояснює те, чому РТРази не 

функціонують як “оборотні кінази”, на зразок ізоцитратдегідрогенази 
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кінази/фосфатази [25]. Описаний принцип каталітичного механізму 

зберігаються для всієї родини РТРаз, хоча будова активного центру може 

бути організована по різному відповідно до призначення ензиму. 

 

1.1.3. Роль РТР1В та інших РТРаз в біохімічних процесах 

 

Через ідентифікацію ряду онкопротеїнів серед РТКаз особлива 

цікавість до вивчення РТРаз була пов’язана з їх можливою протипухлинною 

дією. РТР1В була першою класичною РТРазою, якій відводили роль 

супресора пухлин. І дійсно, результати досліджень показали, що експресія 

РТР1В в клітинах NIH3T3 пригнічувала трансформацію, індуковану 

РТКазами Neu [26] та v-Src [27]. Крім того, у випадку p210-BCR-Abl 

трансформованих Rat-1 клітин фібробласту експресія PTP1B або мутантної 

(PTP1B-D/A) значно зменшувала здатність цих клітин до зростання в м'якому 

агарі, редукованій сироватці і знижувала кількість формування підшкірних 

пухлин у мишей [28]. 

Додаткові дані стосовно ролі PTP1B як пухлинного супресора було 

отримано за допомогою її генетичного вилучення у p53-дефіцитних мишей 

[29]. У мишей, позбавлених ензиму р53, виникали ряд спонтанних пухлин, 

30% твердих і м'яких сарком, а решта переважно лімфоми. З них три чверті 

були лімфомами тимуса (70-75%), а решта - лімфоми В-клітин. Результати 

таких досліджень показали, що повне генетичне виключення PTP1B разом з 

р53 сприяє розвитку лімфом В-клітин. РТР1В-нокаутовані миші мали 

підвищений рівень попередників В-клітин, що вказувало на можливий 

механізм впливу ензиму. Таким чином, РТР1В може впливати на розвиток 

пухлин опосередковано через вплив на процес диференціації В-клітин. 

Результати інших досліджень пов’язують активність PTP1B з 

процесами активації апоптозу клітин через вплив на сигнальні шляхи RTKаз 

[30]. У мишей за відсутності активності PTP1B збільшувався рівень 

фосфорильованості рецепторної кінази Met, яка захищає від Fas-індукованого 
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апоптозу гепатоцити печінки. Аналогічним чином, відсутність PTP1B в 

гепатоцитах забезпечувала стійкість до апоптозу, що корелює з підвищеним 

рівнем фосфорильованості Akt кіназ та зменшенням експресії ядерного 

Foxo1, які впливають на активність RTKаз. Крім того, експерименти з 

РТР1В-нокаутованими мишами свідчать про важливість цього ензиму для 

нормальної роботи ендоплазматичного ретикулюма під час стресу [31]. 

Знайдено також, що експресія РТР1В може бути важливою і для нормальної 

активації каспаз 8/9 [32]. 

Згідно описаних в літературі даних, зменшення активності РТР1В 

повинно сприяти розвитку пухлин. Проте суттєвих доказів такому 

припущенню досі не знайдено. Навпаки, є дані, які вказують на значний 

негативний вплив гіперекспресії РТР1В на ранніх стадіях розвитку раку 

грудей [33]. Крім того, двома різними лабораторіями доведено, що активність 

РТР1В сприяє розвитку пухлин та метастаз підчас раку грудей, індукованого 

рецепторною тирозинкіназою ErbB2, яка належить до родини кіназ 

епідермального фактору росту EGFR [34,35]. 

Важливим відкриттям стало те, що РТР1В здатна інгібувати сигнальні 

шляхи інсулінового та лептинового рецепторів [36]. У випадку інсулінової 

сигналізації РТР1В дефосфорилює фосфотирозинові залишки в структурі 

інсулінового рецептора (ІR) [37], а також його основного субстрату (ІRS) [38] 

викликаючи розвиток діабету 2 типу. Експерименти з РТР1В нокаутованими 

мишами показали підвищення їх чутливості до інсуліну [36]. Крім того, 

миші, які мали одночасно нокаутовані гени РТР1В та IRS2, прожили на 9 

місяців довше за тих, що мали лише один нокаутований ген IRS2 [39]. 

Схожим методом було доведено негативну роль РТР1В у розвитку ожиріння. 

Результати досліджень in vivo показали, що РТР1В здатна дефосфорилювати 

Янус-кіназу 2(JAK2) [40], яка відповідає за активацію рецепторів гормону 

насичення лептину. В результаті інактивації JAK2 відбувається розвиток 

ожиріння. Ці результати були дещо несподіваними, через те що інсулін є 
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анаболічним фактором, який сприяє ожирінню. Таким чином, гіперекспресія 

РТР1В може сприяти розвитку діабету 2 типу та ожиріння. 

Очевидно, що й інші РТРази за певних обставин можуть негативно 

впливати на функціонування клітин. Так, встановлено, що активність SHP2 є 

важливою для активації мітоген-активованих протеїнкіназ (MAP) Erk1 і Erk2 

[41,42]. Внутрішньоклітинні протеїнтирозинфосфатази SHP2 та SHP1 

(кодується генами РТРN11 та PTPN6, відповідно) відносять до окремого 

підкласу РТРаз, що мають Src гомологічний домен-2. Описано багато 

випадків, коли аномалії в структурі цих ензимів сприяли виникненню хвороб 

людини. Так, наприклад, мутації гену РТРN11 було виявлено у майже 

половини хворих на синдром Нунана та у 90% випадків синдрому LEOPARD 

[43,44]. Припускається також, що соматичні мутації SHP2 є причиною 

розвитку лейкемії та деяких типів раку [45,46]. 

Як можливі мішені для пошуку ліків від ракових захворювань 

розглядають ряд подвійно-специфічних протеїнтирозинфосфатаз Cdc25 [47]. 

Представники класу Сdc25 є важливими регуляторами клітинного циклу, 

відіграють значну роль у процесах відповіді на пошкодження ДНК, а також 

можуть впливати на транскрипційні та посттрансляційні процеси. Згідно 

результатів досліджень, активність представників даного класу РТРаз 

зменшує латентний період розвитку пухлин молочної залози і збільшує їх 

інвазивність [48]. 

Зовсім недавно було описано протеїнтирозинфосфатази Meg2 та 

Meg1, які вдалося отримати із мегакаріоцитів [49]. Це особливі представники 

РТРаз, які здатні зв’язуватись з ліпідами завдяки наявності NH2-

термінального домену. Цей домен є гомологічним до Sec14p протеїну 

дріжджів, що виявляє фосфатидилінозитолтрансферазну активність. Саме 

завдяки цьому Meg2 характеризується каталітичною активністю стосовно 

деяких фосфоінозитидів [50] та фосфорильованих залишків серину[51] і бере 

участь в регуляції гомотипічних злиттів везикул в гематопоетичних клітинах 

[52], а також в процесах, що приводять до фагоцитозу [53]. Дані з літератури 
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свідчать, що активність Meg2 відіграє критичну роль у розвитку поліцитемії 

(хвороба Вакеза) [54], яка супроводжується порушенням функцій клітин 

кісткового мозку і збільшенням кількості клітин крові. Останні дослідження 

показали, що Meg2 може виступати як негативний регулятор інсулін-

залежного Foxo1, який впливає на сигнальні шляхи клітин, клітинний цикл та 

ангіогенез. Варто підкреслити, що зниження концентрації Meg2 у 

діабетичних мишей покращувало їх стан, що свідчить про можливе значення 

цього ензиму для розвитку діабету 2 типу [55]. 

Враховуючи високу консервативність каталітичного центру РТРаз та їх 

високу специфічність до фосфорильованих залишків pTyr, pSer або pThr, не 

залишається сумнівів у тому, що ці ензими мають значний вплив на розвиток 

багатьох хвороб людини (табл. 1.1) і стали важливими терапевтичними 

мішенями для конструювання ліків нового покоління.  

 

Табл.1.1. Протеїнтирозинфосфатази, підвищена активність яких може 

сприяти розвитку патологій 

 

РТРази Ускладненя 

PTP1B,MEG2 Діабет 

SHP-1/2 Синдром Нунана, лейкемія 

PTPa,CDC25 Різні види раку 

PP2B,PP2C Кістозний фіброз, астма 

PRL3 Метастази 

MPTPA/B Туберкульоз 

CD45 Автоімунні та запальні процеси 

PTPβ,γPTP Нейродегенеративні хвороби 

VHR Негативний вплив на регуляцію MAP-кіназ 
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Тому синтез і вивчення нових органічних сполук, які здатні впливати 

на активність РТРаз, може значно розширити можливості людини у боротьбі 

з раком або діабетом 2 типу, синдромом Нуна або поліцитемією. 

 

1.1.4. Інгібітори РТРаз 

 

Як зазначалося вище, гіперекспресія деяких PTPаз може сприяти 

розвитку хвороб людини. Тому актуальним завданням сучасної біоорганічної 

хімії є пошук, конструювання і дослідження властивостей сполук, які здатні 

зменшувати активність РТРаз. Знайдені інгібітори можуть бути використані 

для розробки нових лікарських препаратів, а також стати ефективними 

інструментами для вивчення ролі РТРаз в регуляції сигнальних шляхів клітин 

[56]. Однак, потрібно враховувати, що активність деяких РТРаз може бути 

життєво важливою для нормального функціонування клітин. Тому при 

конструюванні інгібіторів РТРаз важливе питання займає проблема 

селективності інгібування. Не менш важливо враховувати біодоступність 

сполук, що досліджуються, а саме їх здатність транспортуватися в організмі 

людини та проникати через клітинну стінку мембран. Аналіз літературних 

джерел свідчить, що багато інгібіторів РТРаз мають негативно заряджені 

карбоксилатні, α-кетокарбоксилатні, сульфонатні, фосфонатні та інші 

фрагменти - біоізостерні аналоги моноалкілфосфатів [22,23]. Вони сприяють 

підвищенню спорідненості інгібіторів до ензиму, проте через свою 

електронегативність можуть погіршувати їх біодоступність.  

На даний час знайдено високоефективні інгібітори для ряду людських 

та бактеріальних РТРаз, включаючи РТР1В, SHP2, YopH, mPTPA, Cdc25А 

[57,58]. Серед знайдених інгібіторів зустрічаються сполуки, що вміщують 

дифторметилфосфонатні фрагменти [59], сульфогрупи [60] або карбоксильні 

групи [61], гетероциклічні платформи [62,63] тощо. Деякі інгібітори РТРаз 

було знайдено серед сполук, які вже пройшли клінічні випробування і 

використовуються в медичній практиці. Наприклад, стибоглюконат натрію 
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(сполука 1.1), який вже тривалий час використовують для лікування 

лейшманіозу і який, як нещодавно було з'ясовано, здатний інгібувати 

активність людської SHP2 [64]. Проте його інгібувальний вплив на SHP2 не є 

селективним, а механізм дії досі не з’ясовано. 

 

1.1 

Цікавим виявився той факт, що таутоміцетин (сполука 1.2), що 

застосовується як імуносупресор при пересадці органів, також здатний 

ефективно інгібувати активність SHP2 [65]. При цьому він в 5 разів гірше 

інгібує активність SHP1 і більше ніж в 10 разів РТР1В, HePTP, PTPa, CD45, 

VHR та Cdc14. Крім того доведено, що цей препарат здатний зменшувати 

активацію Erk1⁄2 кіназ, пригнічувати гематопоетичну проліферацію та 

диференціацію моноцитів, викликані мутантними формами SHP2. Отримані 

кристалічні структури SHP2 у комплексі з інгібітором 1.2 показали, що 

сполука розташовується в каталітичній кишені ензиму подібно до 

природного субстрату. 

 

 

1.2 

Ці дані підтверджують, що достатньо ефективні та селективні 

інгібітори SHP2 можуть бути знайдені серед похідних сполуки 1.2. 

Серед великої кількості відомих інгібіторів РТРаз, які було знайдено 

впродовж останніх років, значний інгібувальний вплив демонструють 

сполуки з залишками дифторметилфосфонової кислоти. Імітуючи природний 
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субстрат РТРаз, такі інгібітори здатні взаємодіяти з ензимом одночасно в 

активному і додатковому сайті зв’язування. Так, наприклад, групою 

дослідників під керівництвом професора Zhang Z.-Y. було знайдено високо- 

ефективний та селективний інгібітор РТР-Meg2 з дифторметилфосфонатним 

залишком 1.3 [66]. 

 

1.3 

Інгібітор було отримано шляхом поступової модифікації 

дифторметилфосфонатної похідної фенілаланіну. Результати 

рентгеноструктурного аналізу показали, що сполука 1.3 окрім активного 

сайту додатково взаємодіє з Pro315, Phe319, Pro337 та Phe556, які 

розташовуються за межами каталітичного центру. Інгібувальний вплив (ІС50) 

для даної сполуки відносно Meg2 становив 75 нM. Вплив на активність 

РТР1B, CD45, SHP2, Meg1 та LAR був більше ніж в10 разів меншим.  

Схожа за структурою дифторметилфосфонатна похідна фенілаланіну 

1.4 показала надзвичайно високу інгібувальну дію на активність ТС-РТР. 

Дана сполука описана як конкурентний інгібітор ТС-РТР з константою 

інгібування 4,3 нМ [67]. Вплив цієї сполуки на активність інших РТРаз, 

включаючи SHP2, Lyp, Meg2, FAP1, CD45 та LAR був у 200 разів меншим. У 

7 разів нижчою була константа інгібування і для РТР1В, яка є на 72% 

подібною до ТС-РТР. 
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1.4 

Окрім інгібіторів РТРаз людини, активно проводиться пошук сполук, 

які здатні зменшувати активність бактеріальних протеїнтирозинфосфатаз, що 

є важливими для функціонування небезпечних мікроорганізмів. З’ясовано, 

що деякі штами згубних бактерій використовують власні РТРази для 

адаптації та захисту в чужому організмі. Наприклад YopH, РТРаза з Єрсинії, 

яка є збудником бубонної чуми, інгібує фагоцитоз бактерії, 

дефосфорилюючи фокальні білки адгезії [68]. Тирозинові фосфатази mPTPA 

та mPTPB Mycobacterium tuberculosis є чутливими вірулентними факторами, 

які відповідають за функціонування цієї бактерії [69]. Враховуючи попередні 

результати досліджень з похідними дифторметилфосфонових кислот, схожі 

сполуки було синтезовано і вивчено як інгібітори бактеріальних РТРаз. 

Зокрема, було показано, що сполука 1.5 здатна інгібувати активністьYopH зі 

значенням ІС50 190 нМ [70]. 

 

1.5 
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Селективність інгібування YopH була в 11 разів кращою у порівнянні з 

PTP1B, LAR, DUSP-14, DUSP-22 та VH1. Тести показали, що при 

концентрації інгібітора 10 мкМ розвиток Yersinia pestis було майже повністю 

пригнічено. Серед похідних арилдифторметилфосфонових кислот було 

знайдено і ефективні та селективні інгібітори для mPTPA. Наприклад, 

сполука 1.6 зменшувала активність ензиму зі значенням константи 

інгібування 1,4 мкМ [71]. 

 

1.6 

При цьому сполука 1.6 в 11 разів гірше взаємодіє з HCPTPA і в 70 разів 

гірше впливає на активність mPTPB, PTP1B, TC-PTP, CD45, LARтаVHR. 

Значний інгібувальний вплив на активність РТРаз проявили і похідні 

сульфонової кислоти. Було встановлено, що сполука 1.7 здатна негативно 

впливати на активність SНP2 зі значенням Ki приблизно 0,32 мкМ [72]. 

Вплив інгібітора на активність SНP2 був у 5 разів вищим у порівнянні з 

РТР1В, СD45 та LAR. Але у порівнянні з SHP1, що є негативним 

регулятором цитокін-залежних сигнальних шляхів, його вплив не був 

достатньо селективним. 

Для пошуку селективних інгібіторів SHP2 група дослідників під 

керівництвом професора Hellmuth K. виконала високопродуктивний скринінг 

більше 2,7 млн. сполук, які були здатні розміщуватись в активному сайті 

SHP2 [73]. Результати досліджень показали, що сполука 1.8 здатна у 8 разів 

краще інгібувати активність SHP2 (Ki = 0,73 мкМ) у порівнянні з РТР1В і в 15 

разів у порівнянні з SHP1. Крім того, інгібувальна дія сполуки 1.8 була в 20 
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разів нижчою у випадку РТРаз H1, STEP, PTPN7, PTPRK, GLEPP1, LAR2 та 

mPTPA. 

 

1.7 

 

 

1.8 

Використовуючи методи комп’ютерного моделювання та практичні 

дослідження in vitro, було встановлено інгібувальний вплив сполуки 1.9 на 

активність SHP2 (Ki = 4,6 мкМ). Результати тестування показали, що 

інгібітор взаємодіє з ензимом в активному сайті і має вдвічі гіршу 

спорідненість до SHP1. Інгібування SHP2 було в 14 разів селективнішим у 

порівнянні з РТР1В та більше ніж у 10 разів селективнішим, якщо 

порівнювати з ТС-РТР, CD45 та LAR [74]. 

 

1.9 
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Використання цілеспрямованого дизайну інгібіторів, що можуть 

утворювати зв’язки одночасно в двох сайтах зв’язування, дозволило знайти 

селективні інгібітори окремих РТРаз серед похідних індолілсаліцилової 

кислоти. Так, було показано, що сполука 1.10 взаємодіє з SHP2 одночасно в 

каталітичному та додатковому сайті зв’язування і значно сильніше інгібує 

активність цього ензиму (Ki = 5,2мкМ) у порівнянні з класичними PTPазами 

(SHP1, PTP1B, Lyp, HePTP, FAP1, CD45, LAR та PTPa), подвійно-

специфічними тирозинфосфатазами (VHR та Cdc14), а також деякими LMW-

PTPазами [75]. 

 

1.10 

Додаткові дослідження показали, що сполука 1.10 здатна зменшувати 

активність ERK1⁄2 кіназ, а також проліферацію HEK293 клітин. Цікаво, що 

схожі похідні бензофурансаліцилової кислоти були описані як ефективні 

інгібітори mPTPA та Lyp РТРаз. Наприклад, літературні дані вказують, що 

сполука 1.11 в 11 разів є кращим інгібітором mPTPA (Kі = 1 мкМ ) у 

порівнянні з SHP2, PTP1B, TC-PTP та CD45 [76]. Разом з тим, сполука 1.12 

краще знижувала активність Lyp-РТРази з константою інгібування 2,9 мкМ 

[77]. ЇЇ спорідненість до інших РТРаз, таких як SHP2, CD45, LAR та Meg2 

була в 7 разів меншою і лише у випадку РТР1В ефективність інгібування 

майже не змінювалась. 

Рентгеноструктурні дослідження показали, що інгібітор 1.12 

закріплюється в активному сайті РТР-Lyp, блокуючи рух WPD-петлі. Варто 
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підкреслити, що в дослідах in vivo зберігається амплітуда інгібування ензиму 

відносно експериментів in vitro. 

 

1.11 

 

1.12 

Згадуючи про бактеріальні РТРази, варто відзначити високу 

ефективність ауринтрикарбонової кислоти 1.13, описану в літературі як 

специфічний інгібітор YopH з константою інгібування 5 нМ [78]. 

Дослідження селективності показали, що інгібітор в 6 разів гірше впливає на 

людські протеїнтирозинфосфатази, включаючи TC-PTP, CD45, PTP1B та 

Cdc25A. 

 

1.13 
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Перспективними для конструювання інгібіторів бактеріальних РТРаз 

виявилися також тетракісметилфосфонатні похідні калікс[4]аренів. Було 

встановлено, що калікс[4]арен та тіакалікс[4]арентетракісметилфосфонові 

кислоти 1.14 та 1.15 можуть бути ефективними інгібіторами 

протеїнтирозинфосфатази з Єрсинії (Ki = 0,92 та 0,22 мкМ, відповідно) [79]. 

Аналіз результатів молекулярного докінгу фосфорильованих похідних 

калікс[4]арену та тіакалікс[4]арену в активний сайт РТРази з Єрсинії показав, 

що значна ефективність інгібування досягається завдяки синергічному 

впливові макроциклічної платформи та замісників на верхньому ободі 

каліксарену. Фосфорильні групи взаємодіють з амінокислотними залишками 

WPD-петлі та Р-петлі, в той час як макроциклічна платформа бере участь у 

гідрофобних взаємодіях з Ile443, Phe229 та Ile232. 

                  

1.14                                                              1.15 

 

1.2. Інгібітори РТР1В 

1.2.1 Конкурентні інгібітори РТР1В 

 

Аналіз механізмів інгібування людської протеїнтирозинфосфатази 1В 

описаними в літературі сполуками дозволяє виділити окремі групи 

інгібіторів цього ензиму. Так, деякі сполуки здатні розташовуватись в 

каталітичній кишені РТР1В, конкуруючи за місце зв’язування з субстратом. 
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Інші інгібітори можуть утворювати додаткові зв’язки з амінокислотними 

залишками, розташованими поряд з центром зв’язування субстрату. 

Зважаючи на високу консервативність активного сайту РТРаз, значний 

інтерес викликають інгібітори, які впливають на активність РТР1В, 

приєднуючись в алостеричному центрі. 

Інгібітори, які здатні конкурувати з субстратом за місце зв’язування в 

активному центрі РТР1В, було знайдено серед пептидоміметиків, що мали 

карбоксильні групи та залишок 2-карбоксиметоксибензойної кислоти як одну 

із біоізостерниих стосовно фосфотирозину груп [80,81]. Наприклад, сполука 

1.16 інгібувала активність РТР1В з константою інгібування, що дорівнює 3,6 

мкМ. Як виявилося, дана сполука в 100 разів краще впливає на активність 

РТР1В у порівнянні з її аналогом без карбоксильної групи (сполука 1.17). 

 

 

1.16 

 

1.17 
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Пізніше залишок 2-карбоксиметоксибензойної кислоти було закріплено 

на більш оптимізованій структурі пептидоміметика 1.18, який пригнічував 

активність РТР1В зі значенням константи інгібування 0,25 мкМ. 

 

1.18 

Для того, щоб покращити ефективність транспортування та 

біодоступність таких інгібіторів, було синтезовано сполуку 1.19. Заміна 

залишку пропіонової кислоти на трет-бутилоксикарбоніламіногрупу, а 

також залишку бензойної кислоти на тетразольний цикл збільшила 

ліпофільність молекули інгібітора, що покращило його біодоступність, але 

дещо негативно вплинуло на інгібувальну активність відносно РТР1В (Ki = 2 

мкМ) [82]. 

 

1.19 
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Цікаві результати було отримано під час дослідження інгібувальної дії 

похідних 2-оксаліламінобензойної кислоти. Сполука 1.20 проявила себе як 

конкурентний та оборотний інгібітор РТР1В зі значенням константи 

інгібування 23 мкМ [83]. Проте її інгібувальна активність проявлялась лише 

при рН 5,5. За нейтрального рН інгібітор 1.20 в 10 разів гірше впливав на 

активність РТР1В. Ці явища пояснюються здатністю протонованого Asp181 

WPD-петлі утворювати водневий зв'язок з депротонованою бензойною 

кислотою. Подальші модифікації дозволили отримати сполуку 1.21, 

інгібувальна здатність якої була в 100 разів кращою за вихідну [84]. Як і у 

попередньому випадку, максимальний вплив інгібітора 1.21 на активність 

РТР1В залежав від рН середовища (рН 5,5 Kі = 0,29 мкМ при рН 7,0 Kі = 5,1 

мкМ). 

                                             

                        1.20                                           1.21 

Наступні зміни в структурі інгібітора 1.21 привели до появи сполук 

1.22 і 1.23. Отриманий інгібітор 1.22 впливав на активність РТР1В з 

константами інгібування 70 нМ [85]. Сполука 1.23 мала добрі 

фармакокінетичні параметри, проте її активність була нижчою (Kі = 4,2 мкМ) 

[86]. У випадку двох останніх речовин інгібувальна здатність не залежала від 

значення рН. 

 

1.22 
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1.23 

Великі сподівання було покладено на похідні арилнафтотіофену та 

арилнафтофурану. Одна із таких сполук “ertiprotafib” 1.24 дійшла до другої 

стаді клінічних випробувань, але була відхилена через побічні ефекти. 

Сполука 1.24 інгібувала активність РТР1В зі значенням ІС50 1,6 мкМ та в 5 

разів гірше впливала на ТС-РТР [87]. 

 

1.24 

 

1.2.2. Неконкурентні інгібітори РТР1В 

 

Через високий рівень консервативності активного сайту РТРаз 

переважна більшість описаних інгібіторів PTP1B з біоізостерними аналогами 

фосфотирозину характеризуються низькою селективністю інгібування. Тому 

значний внесок для пошуку і вивчення селективних інгібіторів РТРаз було 

зроблено завдяки ідентифікації алостеричного сайту зв’язування, що 

знаходиться поза межами активного центру. Аналіз структури РТРаз 
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свідчить, що алостеричний центр є менш консервативним, і це відкриває нові 

можливості для створення селективних інгібіторів РТР1В. Разом з тим, цей 

центр є менш полярним у порівнянні з активним сайтом, що робить його 

зручним для приєднання гідрофобних молекул. Але поки що відомо тільки 

декілька сполук, які зв’язуються в алостеричному центрі РТР1В. Зокрема, як 

неконкурентні інгібітори РТР1В було описано сполуки 1.25, 1.26 та 1.27 [88]. 

Результати рентгеноструктурного аналізу показали, що інгібітор 1.27 

розташовується на віддалі 20 Å від активного сайту в кишені, утвореній α3 та 

α6 завитками і взаємодіє з Leu192, Phe196 та Phe280. Тобто, дана сполука діє 

як неконкурентний інгібітор (ІС50 = 8 мкМ), блокуючи рухливість WPD-петлі 

і перешкоджаючи формуванню активної форми ензиму. 

 

 

1.25 

 

1.26 

 

1.27 
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Сполуки 1.25 (ІС50 = 350 мкМ) та 1.27(ІС50 = 22 мкМ) виявили високу 

селективність інгібування РТР1В, тоді як сполука 1.26 лише в 6 разів гірше 

впливала на активність ТС-РТР. Експерименти in vitro з використанням 

клітинного матеріалу підтвердили, що сполука 1.27 при концентрації 250 

мкМ значно підвищувала ступінь фосфорильованості інсулінового 

рецептора. 

Сполука 1.28 також є алостеричним інгібітором РТР1В (ІС50 = 1,6 

мкМ). Селективність інгібування РТР1В була в 20 разів кращою відносно 

ТС-РТР та LAR [89]. Крім того, завдяки значній гідрофобності цей інгібітор 

досить легко перетинає мембрану клітин. 

 

1.28 

Алостеричний інгібітор РТР1В “trodusquemine” (сполука 1.29) зараз 

знаходиться на стадії клінічних випробувань [90]. Сполука була розроблена 

Genaera Corp. для лікування діабету 2 типу [91]. Результати досліджень in 

vitro показали, що цей поліамін інгібує РТР1В за неконкурентним 

механізмом, зв’язуючись поза межами активного центру, і активність 

інгібітора відносно ТС-РТР була в 200 разів меншою [92]. 

 

1.29 
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На стадії клінічних випробувань знаходиться ще одна сполука, похідна 

тіазолу 1.30. Константа інгібування РТР1В становить 0,22 мкМ, у той час як 

значення Kі  для TC-PTP, CD45 та LAR були в 10 разів гіршими [93]. Досліди 

на мишах показали, що введення інгібітора збільшує фосфорильованість 

інсулінового рецептора в клітинах печінки та значно знижує рівень цукру в 

крові. Останні дві сполуки показали вражаючі результати в дослідженнях на 

мишах, майже повністю лікуючи діабет та зменшуючи їх масу. 

 

 

1.30 

Високоефективні та селективні інгібітори РТР1В, які взаємодіють з 

ензимом в алостеричному сайті, було знайдено серед похідних сульфотіазолу 

[94]. Наприклад, сполука 1.31 інгібувала активність РТР1В з ІС50 3,2 мкМ, 

тоді як інгібувальна дія відносно ТС-РТР та Cdc25 становила 40 мкМ та 100 

мкМ, відповідно. Результати молекулярного докінгу показали, що цей тіазол-

вмісний сульфамід розташовується на поверхні РТР1В в оточенні, що 

сформовано амінокислотними залишками Ala189, Leu192 та Phe280. Сполука 

утворює водневі зв’язки з Asp193 та Gln276, а тіазолієвий цикл бере участь у 

стекінг-взаємодії з Phe280. 
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1.31 

 

 

1.2.3. Бідентатні інгібітори РТР1В 

Ідентифікація в структурі РТР1В додаткового арилфосфат-

зв’язувального сайту дала змогу сформувати ще один напрям для дизайну 

специфічних інгібіторів цього ензиму [95]. Початкові підходи до дизайну 

бідентатних інгібіторів РТР1В передбачали ідентифікацію окремих сполук з 

низькою молекулярною масою, які здатні взаємодіяти з ензимом лише в 

активному або додатковому сайті. На наступному етапі ідентифіковані 

сполуки ковалентно поєднували, формуючи одну структуру інгібітора, який 

мав би облаштовуватись одночасно в двох центрах зв’язування. За 

допомогою такої стратегії було отримано сполуки 1.32 та 1.33, які інгібували 

активність РТР1В зі значеннями констант інгібування 22 нМ та 18 нМ, 

відповідно [96,97].  

 

1.32 
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1.33 

Інгібітори, які здатні зв’язуватись з РТР1В в двох центрах, одночасно 

було ідентифіковано і серед похідних дифторметилфосфонових кислот. 

Відомо, що фторовані похідні є набагато сильнішими інгібіторами, ніж їх 

аналоги без атомів фтору [98]. Наприклад, біс-дифторметилфосфонову 

кислоту 1.34 було синтезовано з розрахунком, що вона буде зв’язуватись в 

активному та додатковому сайтах, які розміщені поряд. Результати 

досліджень показали, що ця сполука виявляє в 450 разів більш потужну 

інгібувальну здатність відносно РТР1В (Kі = 0,93мкМ) за модельну сполуку 

1.35 (Kі = 420 мкМ) [99]. 

                                         

                         1.34                                                          1.35 
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Високоефективні інгібітори РТР1В вдалося отримати завдяки 

використанню пептидоміметиків, які мали два ковалентно закріплених 

залишки дифторметилфосфонової кислоти (сполуки 1.36 та 1.37) [100]. Такі 

сполуки інгібували активність РТР1В зі значенням Kі 2,4 мкМ та 1,8 мкМ, 

відповідно. Отриманий кристал РТР1В у комплексі із сполукою 1.35 допоміг 

встановити, що інгібітор зв’язується в активному сайті, а також утворює 

зв’язки з Lys41, Arg47 та Asp48, які знаходяться поряд з каталітичною 

кишенею. Також було показано, що заміна атомів фтору на гідроксильну 

групу зменшує інгібувальну здатність інгібітора в 10 разів. 

 

1.36 

 

1.37 

Таким чином, наведені вище літературні дані свідчать про важливість 

проведення досліджень з пошуку інгібіторів РТРаз як перспективних речовин 

для розробки лікарських засобів від ряду хвороб людини. Інтерес дослідників 

до такого пошуку стимулюється все зростаючою кількістю експериме-

нтальних даних, що свідчать про негативну фізіологічну роль РТР1В в 
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функціонуванні клітин [101]. Потенційні інгібітори РТР1В було знайдено 

серед похідних карбонових, сульфонових та дифторфосфонових кислот, а 

також серед гетероциклічних та макроциклічних сполук [102,103], і в 

переважній більшості їх структури є досить об’ємними. 

Враховуючи попередні результати робіт щодо інгібіторів фосфатаз на 

макроциклічній платформі калікс[4]аренів [79], ми вперше використали 

такий підхід для пошуку і конструювання потенційних інгібіторів РТРаз 

людини. Відомо, що каліксарени завдяки своїй будові є привабливими 

інструментами для наукових розробок в галузях хімії та медицини [104]. 

Серед функціоналізованих макроциклічних сполук знайдено такі, що 

проявляють значну антимікробну здатність [105], і можуть інгібувати HIV та 

HCV інфекції [106]. Крім того, відомо, що похідні каліксаренів здатні 

інгібувати активність ферментів і білків, наприклад, гістондеацетилази [107] 

та α-хімотрипсину [108]. 

Виконання дисертаційної роботи було підпорядковано встановленню 

закономірностей та механізмів інгібування РТР1В фосфонатними похідними 

калікс[4]арену та тіакалікс[4]арену, в тому числі виявленню селективних 

інгібіторів у порівнянні з іншими РТРазами та з’ясуванню їх властивостей в 

модельних системах за наявності сироваткового альбуміну. У відповідності з 

цим було сформульовано ряд завдань, зокрема, вивчення кінетичних 

особливостей і механізмів інгібування РТР1В метиленбісфосфоновими, α-

гідроксиметил-фосфоновими та α-кетофосфоновими кислотами на платформі 

калікс[4]-аренів, вивчення селективності їх дії на активність РТР1В у 

порівнянні з іншими цитоплазматичними та трансмембранними РТРазами, 

створення ефективних і селективних інгібіторів РТР1В на молекулярній 

платформі  тіакалікс[4]арену і встановлення закономірностей їх зв’язування 

людським сироватковим альбуміном. Результати виконаних дисертаційних 

досліджень подано в наступних розділах. 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

 

2.1. Матеріали 

 

Для досліджень використовували рекомбінантні препарати РТРаз, 

поставлені компанією “Sigma-Aldrich”. Повнодовжинна РТР1В (1-436 

амінокислотні залишки людської РТР1В) була рекомбінантним 

цитоплазматичним ензимом людини масою 76 кДа, експресованим в E. Coli. 

Ензим знаходився в 45 мМ трис-НСІ-буфері (рН 8,0) з додаванням гліцерину 

(10%), який вміщував 124 мМ хлористий натрій, 2,4 мМ хлористий калій, 3 

мМ дитіотреітол та 18 мМ глутатіон. Короткодовжинна РТР1В масою 37,4 

кДа (1-322 амінокислотні залишки людської РТР1В) знаходилася в розчині 

50 мМ HEPES (рН 7,2) з 1мМ ЕДТА, 5мМ ДTT та 0,05 % NP-40. Т-клітинна 

протеїнтирозинфосфатаза (2-315 амінокислотні залишки людської 

цитоплазматичної ТС-РТР) з масою 62,3 кДа була в розчині 25 мМ трис-НСІ 

(рН 8,0) з 50%-ним гліцерином з додаванням 75 мМ хлористого натрію, 2 мМ 

ЕДТА, 1 мМ дитіотреітолу, 10 мМ глутатіону та 0,05% Tween-20. Препарат 

SHP2, що використовувався в роботі, був представлений каталітичним 

доменом з масою 59,5 кДа (224-529 амінокислотні залишки людської SHP2), 

експресованим в E. Coli. Розчин з ензимом вміщував 25 мМ трис-НСІ (рН 

8,0) за наявності 75 мМ хлористого натрію, 50% гліцерину, 2 мМ ЕДТА, 1 

мМ дитіотреітолу, 10 мМ глутатіону та 0,05% Tween-20. Препарат SHP1 був 

представлений каталітичним доменом масою 59,5 кДа відповідного 

людського ензиму (299-597 амінокислотні залишки), який знаходився в 

розчині 25 мМ трис-НСІ (рН 8,0) в 50%-ному гліцерині з 75 мМ хлористим 

натрієм, 2 мМ ЕДТА, 1 мМ дитіотреітолом, 10 мМ глутатіоном та 0,05% 

Tween-20. Рекомбінантний препарат РТР-MEG2 відповідав амінокислотній 

послідовності каталітичного домену людської РТР-MEG2 (285-593 
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амінокислотні залишки) масою 60,3 кДа. Ензим знаходився в 25 мМ трис-

НСІ-буфері (рН 8,0) в 50%-ному гліцерині з додаванням 67 мМ хлориду 

натрію, 1,4 мМ хлориду калію, 3 мМ дитіотреітолу та 10 мМ глутатіону. 

Препарат РТР-MEG1 було представлено каталітичним доменом, що 

відповідав амінокислотній послідовності (637-926) людської РТРази. Розчин 

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

110 мМ хлористим натрію, 2,2 мМ хлоридом калію, 3 мМ дитіотреітолу та 16 

мМ глутатіоном. Препарат трансмембранної протеїнтирозинфосфатази СD45 

масою 75 кДа було отримано шляхом експресії з бакуловіруса інфікованих 

Sf9 клітин комахи Spodoptera frugiperda. Ензим знаходився в розчині 40 мМ 

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

хлориду калію, 3 мМ дитіотреітолу та 16 мМ глутатіону. Використаний для 

роботи препарат трансмембранної лейкоцит-антигензв’язуючої 

протеїнтирозинфосфатази РТР-LAR було представлено каталітичним 

доменом масою 39 кДа (1275-1613 амінокислотні залишки людської РТР-

LAR), експресованим в E. Coli. Розчин з ензимом додатково вміщував 10 мМ 

імідазолієвого-буферу (рН 7,0), гліцерин (50%), 100 мМ хлорид натрію, 5 мМ 

дитіотреітол та 2 мМ ЕДТА. Трансмембранна рекомбінантна 

протеїнтирозинфосфатаза-β була повнодовжинним людським ензимом, 

клонованим в Nhe 1-Bgl II сайті pGEX2T вектора, експресованим в E. coli і 

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

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

і 25 мМ глутатіоном. Всі препарати ензимів зберігалися в спеціальних 

умовах при температурі -70 
°
С. Для вимірювання активності ензимів 

використовувалися штучні субстрати, п-нітрофенілфосфат (фірма „Sigma”), 

та фрагмент інсулінового рецептора – декапептид з одним фосфорильованим 

залишком тирозину (TRDIpYETDYYRK (pTyr
1146

) (фірма „Sigma”). Для 

дослідження біодоступності знайдених інгібіторів було використано 

препарат людського сироваткового альбуміну (ЛСА) масою 66478 кДа (фірма 

„Sigma”). 
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Моно- та біс-заміщені метиленбісфосфонові та α-гідроксиметилен-

бісфосфонові кислоти на платформі калікс[4]арену, так само як і α-

гідроксиметил- та α-кето-фосфонатні похідні були синтезовані в Інституті 

органічної хімії НАН України під керівництвом доктора хімічних наук, 

професора, член-кореспондента НАН України В. І. Кальченка [109-113] 

кандидатом хімічних наук С. О. Черенком, а фосфорильовані похідні 

тіакалікс[4]арену - інженером С. Г. Харченком. Синтез сполук включав 

доведення структури за допомогою 
1
Н-ЯМР-, 

13
С-ЯМР- та 

31
Р-ЯМР-

спектроскопії, мас-спектроскопії та даних елементного аналізу. 

 

2.2. Вивчення in vitro закономірностей інгібування 

протеїнтирозинфосфатаз 

 

Перед використанням визначену кількість препарату ензиму розчиняли 

в спеціально підготовленому розчині біс-трис-буферу (рН 7,2), що вміщував 

20%-ний гліцерин з 75 мМ NaCl, 3 мМ ЕДТА, 2 мМ ДTT, 10 мМ глутатіоном 

та 0,05% препаратом Tween-20. Вплив фосфорильованих похідних 

калікс[4]арену і тіакалікс[4]арену на активність РТР1В, ТС-РТР, CD45, SH2, 

SHP1, РТР-β, Meg2, Meg1 та LAR досліджували в середовищі 50 мМ біс-

трис-буферу (рН 7,2). Підготовлений до роботи розчин ензиму зберігався при 

-70 °C в середовищі 10 мМ біс-трис-буферу (рН 7,2), 2 мM ДTT, 50 мM NaCl 

та 2мМ EДТА. Реакційна суміш вміщувала 50 мM NaCI, 3,0 мM EДТА, 1,0 

мM ДTT, 6 нМ ензим, п-нітрофенілфосфат та диметилсульфоксид (не більше 

1 об. %). Концентрація п-нітрофенілфосфату дорівнювала 2 мМ для РТР1В та 

ТС-РТР, 5 мМ для CD45, Meg2 та Meg1, 7 мМ для SHP2 та SHP1, 3 мМ для 

LAR і 1 мМ для PTP-β. В процесі кінетичних досліджень загальний об’єм 

реакційної суміші складав 0,5 мл. Кожну пробу витримували 5 хв. при 30
о
С у 

випадку TC-PTP, CD45, SHP2, SHP1 та LAR, при 37
о
С для РТР1В та при 25

о
С 

у випадку Meg2, Meg1 та PTP-β. Реакцію розпочинали додаванням ензиму. 

Активність розраховували за швидкістю утворення п-нітрофенолу в 
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результаті ензиматичного гідролізу п-нітрофенілфосфату, вимірюючи 

оптичну густину розчину при 410 нм, використовуючи молярний коефіцієнт 

екстинції 18000 М
-1

см
-1

. Для спектрофотометричних вимірювань 

використовували спектрофотометр „Specord Analytik Jena-250”. 

У випадку короткодовжинної РТР1В реакційна суміш вміщувала 50 

мM біс-трис-буфер (pH 7,2), 100 мM NaCI, 1,0 мM EДТА, 1,0 мM ДTT, 40 нM 

РТР1В та 0,075 мM декапептидний субстрат TRDIpYETDYYRK (pTyr
1146

). 

Загальний об’єм реакційної суміші складав 0,2 мл. Активність ензиму 

розраховували за кількістю неорганічного фосфату, визначеного 

колориметричним методом з використанням спеціальної тестової системи. 

Кожну пробу витримували 20 хв. при 37
0 

С, потім додавали малахітовий 

зелений (молібдат) і витримували ще 10 хв. Об’єм розчину доводили до 0,5 

мл і вимірювали оптичну густину при 620 нм. 

Залишкову активність РТРаз оцінювали в процентах до активності в 

дослідах без інгібітора (аналогічно оцінювали активність і решти ензимів). За 

допомогою графічних залежностей (рис. 2.1 і 2.2) залишкової активності 

ензиму від концентрації інгібітора обраховували середнє значення ІС50 та 

стандартну похибку. За результатами аналізу кінетичних кривих 

накопичення продукту реакції розраховували константи інгібування, 

аналізуючи співвідношення констант Міхаеліса з інгібітором і без інгібітора. 

Для встановлення оборотності або необоротності впливу фосфонатних 

похідних каліксаренів на ензим проводили досліди з розведенням реакційної 

суміші. Реакційна суміш вміщувала 50 мM біс-трис-буфер (рН 7,2), 50 мМ 

NaCI, 3,0 мM EДТА, 1,0 мM ДTT і не більше 1% диметилсульфоксиду (без 

або з додаванням інгібітора) та 40 нМ РТР1В. Загальний об’єм реакційної 

суміші складав 0,5 мл. Отриману суміш витримували 5 хв. при 37
о
С. Після 

термостатування реакційну суміш розбавляли в 10 разів підготовленим 

розчином, що містив 50 мM біс-трис-буфер (рН 7,2), 50 мМ NaCI, 3,0 мM 

EДТА, 1,0 мM ДTT. Реакцію розпочинали додаванням 2 мМ n-нітро-

фенілфосфату. Активність розраховували за швидкістю утворення п-нітро-
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фенолу в результаті ензиматичного гідролізу п-нітрофенілфосфату, 

вимірюючи оптичну густину розчину при 410 нм. На основі отриманих даних 

стосовно активності РТР1В до і після розведення, без та за наявності 

інгібітора робили висновки щодо можливої інактивації ензиму. 

 

 

Рис. 2.1. Типова концентраційна залежність інгібування РТР1В на 

прикладі калікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти. 

 

 

 

Рис. 2.2. Типова концентраційна залежність інгібування РТР1В на 

прикладі тетраалкільного естеру тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової 

кислоти. 
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2.3. Дослідження здатності фосфорильованих похідних 

тіакалікс[4]арену взаємодіяти з людським сироватковим 

альбуміном 

 

Здатність фосфорильованих похідних тіакалікс[4]арену взаємодіяти з 

людським сироватковим альбуміном вивчали, аналізуючи зміну 

інтенсивності флуоресценції білка при додаванні інгібітора. Досліди 

виконували в трис-НСІ-буфері (рН 7,4). ЛСА було розчинено в 

бідистильованій воді, остаточна концентрація білка становила 2 мкМ, а 

загальний об’єм реакційної суміші дорівнював 2 мл. Інгібітори були 

попередньо розчинені в диметилсульфоксиді ( не більше 1 об.% в реакційній 

суміші). Розчин інгібітора з білком витримували 15 хв. при температурі 25°С, 

35°С або 45°С. Взаємодію інгібіторів з ЛСА детектували, спостерігаючи за 

зміною інтенсивності флуоресценції при довжині хвилі емісії 360 нм та 

збудження 280 нм. Всі вимірювання проведено на приладі Cary Eclipse 

Varian. 

 

2.4. Дослідження механізмів зв’язування інгібіторів РТР1В методом 

молекулярного докінгу 

 

Для аналізу комплексів інгібіторів з РТР1В та оцінки афінності цих 

взаємодій було використано метод молекулярного докінгу. Комп’ютерні 

розрахунки проводили за допомогою програм AutoDock 4,2, програми 

QXP/FLO
+
 в режимі Fulldock+. Для попередньої підготовки інгібіторів 

використовували програму AutoDockTools. Моделі зв’язування 

конструювалися автоматично на основі відомих структур кристалів ензиму, 

отриманих в результаті рентгеноструктурного аналізу. Враховуючи, що 

РТР1В представлена більш ніж 100 кристалічними структурами, нами був 

використаний описаний раніше метод обрахунків [113]. Моделі зв’язування 

конструювалися для ряду кристалічних структур РТР1В (дані Protein Data 
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Bank, PDB коди: 1NL9, 1PHO, 1Q6M, 2CM8 і 2СNF). Слід зазначити, що дані 

рентгеноструктурного аналізу комплексів РТР1В з різними лігандами 

свідчать про можливість існування ензиму як з відкритою, так і з закритою 

конформацією WPD-петлі [114]. Обрані нами для докінгу кристалічні 

структури РТР1В з відкритою WPD-петлею (1NL9 і 1PHO) відрізняються 

передусім конформацією бічного ланцюга Arg47, що належить до так званої 

YRD-петлі (Tyr46-Asp48), відповідальної за зв’язування субстрату. 

Відмінності поміж кристалами 1Q6M, 2CNF і 2CM8 (конформації з закритою 

WPD-петлею) стосуються рухливого залишку Lys120, що локалізується на 

певній віддалі від активного центру і може забезпечувати вибірковість 

інгібування. 

Для визначення найбільш сприятливих структур РТР1В для зв’язування 

інгібіторів порівнювали значення отриманих енергій докінгу з 

експериментальними даними інгібування. Розрахована активність інгібіторів 

була представлена як pKi (від’ємне значення log Ki), а також загальною 

оцінкою вільної енергії утворення комплексу, яка дорівнює –RTln(1/Kі). 

Аналіз обраних моделей докінгу було виконано за допомогою програм Swiss-

PdbViewer 4.1 та Accelrys Discovery Studio 3.5.  

 

2.5. Кінетичні методи 

 

Тип інгібування РТР1В фосфонатними похідними калікс[4]аренів 

визначали, використовуючи залежність швидкості ензиматичної реакції за 

наявності інгібітора від концентрації субстрату (графік Лайнуівера-Берка). 

Для розрахунків використовували стаціонарну швидкість Vст (переважно з 8 

до 10 хв реакції) гідролізу п-нітрофенілфосфату, що її каталізує РТР1В без та 

за наявності інгібітора. Характер отриманих зведених залежностей 1/Vст від 

1/[S]0 (точка перетину кількох ліній) вказував на тип інгібування. Залежності 

Лайнуівера-Берка будувалися з використанням концентрацій субстрату, що 

дорівнювали або були дещо більшими за значення константи Міхаеліса (для 
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РТР1В вони здебільшого дорівнювали 2 мМ). З отриманих графічних даних 

розраховували значення константи Міхаеліса (Km, досліди без інгібітора) та 

значення уявних констант Міхаеліса (Km, досліди за наявності різних 

концентрацій інгібітора). Константи Міхаеліса визначали як обернене 

значення перетину лінії тренду залежності 1/Vст від 1/[S]0 з віссю абсцис  

середнє значення Km та Km розраховували з трьох визначень. У переважній 

більшості спостерігалося інгібування за конкурентним типом (перетин ліній 

на осі ординат) (рис. 2.3). 

 

 

Рис. 2.3. Використання графіку Лайнуівера-Берка для обчислення 

уявних констант Міхаеліса та констант інгібування РТР1В (за конкурентним 

типом). 

 

Згідно конкурентного інгібування (схема 2.1) значення Ki визначали з 

рівняння:  

Km = Km (1 + [I] / Ki) 

Схема 2.1 

S + E ES E + P

EI

K
i

i
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Приведені значення констант інгібування були середніми від значень, 

розрахованих з даних 3 - 4 експериментів з різними концентраціями 

інгібітора. 

При проведенні аналізу селективності впливу інгібіторів на активність 

протеїнтирозинфосфатаз використовували значення ІС50 як концентраційний 

параметр, що кількісно характеризує вплив окремого інгібітора на активність 

конкретної РТРази за певних умов [115]. Значення ІС50 розраховували за 

допомогою чотирипараметрового рівняння [116]: 

 

y = A0 + (A-A0) / 1+ (IC50/[x])
h
, 

 

де y - активність ензиму при концентрації інгібітора при концентрації x, 

А0 та А мінімальний та максимальний вплив інгібітора, а значення h у 

даному випадку дорівнювало коефіцієнту Хіла. Для конкурентного 

інгібування при умові, що концентрація субстрату дорівнює константі 

Міхаеліса, ІС50 =2Kі. 

Варто зазначити, що характер отриманих кінетичних кривих часто 

вказував на повільний механізм утворення ензим-інгібіторного комплексу. 

Механізм утворення комплексу ензим-інгібітор (одно- або двостадійний) 

визначали, аналізуючи зміну початкової швидкості процесу гідролізу 

субстрату, що її каталізує РТР1В без та за наявності інгібітора. При цьому 

вивчали залежність константи швидкості реакції псевдопершого порядку kapp 

(константи швидкості, що спостерігається) від концентрації інгібітора [І]. 

Константу швидкості псевдопершого порядку kapp розраховували з нахилу 

прямої графіку ln (∆A410' - ∆A410) від часу або використовуючи точку 

перетину ліній, що вказують на початкову V0 та стаціонарну Vст швидкість 

ензиматичної реакції гідролізу субстрату за наявності інгібітора (рис. 2.4). 

Відповідно до обраного механізму облаштування  розраховували константи 

швидкостей прямої та зворотної реакції. У разі одностадійного механізму 

значення констант швидкостей було розраховано з лінійного графіка kapp від 
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концентрації інгібітора. У випадку, коли процес облаштування інгібітора в 

активному сайті РТР1В займав дві стадії, константу швидкості (k4) утворення 

комплексу (EI*) та значення Ki  визначали з залежності 1/ (kapp – k-4) від 1/ [I]. 

Значення константи швидкості (k-4) розпаду комплексу EI* розраховували, 

використовуючи співвідношення k-4 = (Vст/Vo)·kapp. 

 

 

Рис. 2.4. Аналіз кінетичних кривих, які характеризують активність 

ензиму без та за наявності інгібітора. 

 

2.6. Методи флуоресцентного аналізу 

 

Механізм гасіння флуоресценції (динамічний або статичний) ЛСА 

фосфорильованими похідними тіакалікс[4]арену визначали, аналізуючи 

залежність константи Штерна-Фольмера (Ksv) від температури (25, 35 та 

45°С) (рис 2.5).  

Константу розраховували з нахилу лінійного графіку F0/F від [Q] (де F0 

та F - інтенсивність флуоресценції ЛСА без та у присутності інгібітора, а [Q] 

- концентрація інгібітора). Кількість інгібіторів (n), що здатні зв’язуватись з 
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однією молекулою ЛСА та значення константи зв’язування (Kb), що 

спостерігається, визначали за допомогою графіка залежності log (F0-F/F) від 

log[Q]. Кут нахилу отриманої прямої вказує на значенню log(n), а точка 

перетину з віссю (y) вказує на логарифм значення константи зв’язування Kb, 

що спостерігається. Для визначення термодинамічних параметрів реакції 

утворення комплексу ЛСА-інгібітор використовували графік залежності LnKb 

від 1/Т (графік Ареніуса, де Т - значення температури ). Зміну вільної енергії 

зв’язування було розраховано за допомогою рівняння Гіббса ∆G = ∆H - 

T∆S. 

 

 

 

Рис. 2.5. Визначення механізму гасіння флуоресценції за допомогою 

залежності константи Штерна-Фольмера від температури. 
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2.7. Методи статистичного аналізу 

 

Отримані результати досліджень оброблено за допомогою 

статистичних методів. Для обрахунків використовували програми Microsoft 

Exсel та GraphPad Prism 4.0.  

Подані в роботі константи та значення ІС50 є середніми величинами, 

розрахованими з даних кількох експериментів. Кількість експериментів в 

серіях дослідів (n) з визначення констант інгібування, констант Міхаеліса, 

значень ІС50, констант Штерна-Фольмера або констант зв’язування складала 

3 і більше. Стандартне відхилення (SD) розраховано як корінь квадратний з 

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

SD =
1

2)(




n

MX
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РОЗДІЛ 3 

 

ІНГІБУВАННЯ ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗИ 1В 

КАЛІКС[4]АРЕНМЕТИЛЕНБІСФОСФОНОВИМИ КИСЛОТАМИ 

 

3.1. Дослідження впливу калікс[4]аренметиленбісфосфонових 

кислот на активність РТР1В та інших РТРаз 

 

Похідні метиленбісфосфонової та α-гідроксиметиленбісфосфонової 

кислот різної структури використовуються в терапевтичній практиці та 

широко досліджуються в модельних системах [117-119]. Проте до цього часу 

сполуки такого типу не були досліджені як інгібітори РТР1В. Раніше в нашій 

лабораторії було показано, що ковалентне закріплення метиленбісфос-

фонатних груп на верхньому ободі калікс[4]арену забезпечує значне 

зростання інгібувальної здатності фосфорильованих макроциклів по 

відношенню до лужних фосфатаз [101,120]. Враховуючи результати 

попередніх досліджень, а також те, що похідні 1-гідроксиметилен-1,1-

бісфосфонової кислоти, такі як алендронат або памідронат, здатні впливати 

на активність фосфатаз [121,122], ми припустили, що наявність одного або 

двох фрагментів метиленбісфосфонової або α-гідроксиметиленбісфосфонової 

кислоти на платформі калікс[4]арену значно підвищить спорідненість 

функціоналізованого макроциклу до РТР1В. 

Сполуки на платформі каліксаренів можуть мати певні переваги через 

можливість утворення комплексів з амінокислотними залишками білків [123] 

та кращу проникність через біологічні мембрани завдяки наявності 

ліпофільного макроциклічного фрагменту [124]. Крім того, експериментальні 

данні, отримані in vivo, вказують на низьку токсичність похідних 

калікс[4]аренів [125].  
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В цьому розділі представлено результати дослідження кінетичних 

закономірностей інгібувальної дії 5-(бісдигідроксифосфорил)метил-25,27-

дипропокси-26,28-дигідроксикалікс[4]арену (3.1), 5,17-біс[біс(дигідрокси-

фосфорил)метил]-25,27-дипропокси-26,28-дигідроксикалікс[4]арену (3.2), 5-

[біс(дигідроксифосфорил)гідроксиметил]-25,27-дипропокси-26,28-дигідрок-

сикалікс[4]арену (3.3) та 5,17-біс[біс(дигідроксифосфорил)гідроксиметил]-

25,27-дипропокси-26,28-дигідроксикалікс[4]арену (3.4) на активність 

людської РТР1В. Зважаючи на те, що фосфорильовані тирозинові залишки 

інсулінового рецептора можуть бути субстратом і для інших РТРаз, для 

порівняння селективності інгібування РТР1В фосфонатними похідними 

калікс[4]арену в модельних системах нами були також використані інші 

ензими: LAR, SHP2, ТС-РТР та СD45. 
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Результати тестувань in vitro показали, що похідні калікс[4]арену 3.1 і 

3.3 з одним фрагментом метиленбісфосфонової або α-гідроксиметиленбіс-

фосфонової кислоти на верхньому ободі макроциклічної платформи 

виявляють найкращу спорідненість до РТР1В зі значеннями IC50 1,2 ± 0,15 

мкМ та 1,9 ± 0,16 мкМ, відповідно. Біс-функціоналізовані макроцикли 3.2 і 

3.4 з двома замісниками на верхньому ободі калікс[4]арену характеризуються 

дещо нижчою інгібувальною активністю. У дослідах з фосфорильованим 

пептидним субстратом TRDIpYETDYYRK (pTyr
1146

) вплив інгібіторів 3.1 - 

3.4 на активність РТР1В описувався значеннями ІС50, що становили 3,7 мкМ, 

3,9 мкМ, 4,1 мкМ та 7,3 мкМ, відповідно (табл. 3.1). 

 

Табл. 3.1. Інгібувальна здатність (ІС50, мкМ) похідних калікс[4]арену 

3.1 - 3.4 відносно РТР1В 

 

PTPаза 3.1 3.2 3.3 3.4 

PTP1B 1,2 ± 0,2 2,5 ± 0,2 1,9 ± 0,2 8,3 ± 1,1 

PTP1B* 3,7 ± 1,3 3,9 ± 0,9 4,1 ± 0,4 7,3 ± 1,3 

TC-PTP 9,3 ± 1,9 4,9 ± 1,5 27 ± 6 22 ± 2 

CD45 5,7 ± 0,9 22 ± 6 8,4 ± 2,1 59 ± 10 

SHP2 1,8 ± 0,5 2,6 ± 0,6 3,4 ± 0,3 9,2 ± 0,4 

PTP-β 13 ± 1 32 ± 7 18 ± 1 12 ± 2 

PTP-LAR >100 >100 >100 >100 

*Дані отримано з використанням короткодовжинної РТР1В та пептидного 

субстрату (pTyr
1146

) 

 

Для встановлення значимості замісників, закріплених на платформі 

макроциклу, а також важливості самої платформи для інгібування РТРаз 

нами також досліджувались модельні сполуки. Було встановлено, що 
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структурно простіша α-гідроксиметиленбісфосфонова кислота 3.5 

(алендронат) та не заміщений на верхньому ободі калікс[4]арен 3.6, як і естер 

3.7, не змінювали активність РТР1В при концентрації 20 мкМ.  
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Це свідчить про те, що здатність фосфорильованих похідних 

калікс[4]аренів 3.1 - 3.4 знижувати активність РТР1В може бути обумовлена 

синергічним впливом метиленбісфосфонатної групи та калікс[4]аренової 

платформи. 

Незважаючи на те, що РТРази характеризуються високою консерва-

тивністю активного сайту, вплив інгібіторів на деякі фосфатази був значно 

нижчим у порівнянні з РТР1В (рис. 3.1). 

Результати досліджень показали, що сполука 3.1 у 8 і 11 разів краще 

інгібує активність РТР1В у порівнянні з ТС-РТР і РТРβ, відповідно, а також в 

5 разів гірше впливає на протеїнтирозинфосфатазу CD45. Біс-заміщений 

каліксарен 3.2 лише вдвічі краще інгібував активність РТР1В у порівнянні з 

ТС-РТР, проте майже в 10 разів був менш ефективним відносно РТРβ і CD45. 

Найкращу селективність інгібування відносно РТР1В у порівнянні з ТС-РТР 

проявила сполука 3.3. Цей інгібітор також в 9 і 4 рази гірше впливав на 

активність РТРβ і СD45, відповідно. Сполука 3.4 проявила найгіршу 

селективність інгібування РТР1В у порівнянні з іншими РТРазами. Нами 

було також виявлено, що активність РТР-LAR не залежить від концентрації 

інгібіторів в межах від 50 до 100 мкМ. Разом з тим, вплив сполук 3.1 - 3.4 на 

активність SHP2 був майже співмірний з інгібуванням РТР1В. 
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Рис. 3.1. Селективність інгібування РТРаз калікс[4]арен метиленбіс-

фосфоновими кислотами. Для кожного інгібітора перша колонка відповідає 

РТР1В, друга – ТС-РТР, третя – PTP-β, четверта – CD45, передостання – 

SHP2 та остання – LAR. 

 

Отримані результати вказують на те, що метиленбісфосфонатні похідні 

на макроциклічній платформі калікс[4]арену можуть бути ефективними 

інгібіторами РТР1В з низькомікромолярними значеннями ІС50. Результати 

дослідження селективності їх впливу відносно РТР1В у порівнянні з іншими 

РТРазами вказують на необхідність подальших досліджень у цьому 

напрямку. 

 

3.2. Кінетичні особливості інгібування РТР1В 

метиленбісфосфонатними похідними калікс[4]арену 

 

Встановлення механізмів, які пояснюють, як саме інгібітор впливає на 

активність ензиму, є важливим для конструювання нових біоактивних сполук 
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з необхідними властивостями. Крім того, вивчення механізмів інгібування 

протеїнтипрозинфосфатаз сприяє з’ясуванню їх властивостей по відношенню 

до специфічних біологічно активних сполук in vivo. 

Під час роботи нами було встановлено, що за наявності інгібітора в 

усіх випадках кінетика гідролізу п-нітрофенілфосфату, що його каталізує 

РТР1В, не є лінійною (рис. 3.2). 

 

Рис. 3.2. Кінетика гідролізу п-нітрофенілфосфату, що його каталізує 

РТР1В за наявності сполуки 3.3 (контрольний дослід та концентрації 0,5 

мкМ, 1 мкМ 1,5 мкМ та 2,5 мкМ). Концентрація субстрату дорівнювала 2 

мМ. 

З літературних джерел відомо, що зміна швидкості процесу гідролізу 

субстрату за наявності інгібітора може бути обумовлена інактивацією ензиму 

або повільним формуванням комплексу ензим-інгібітор [126,127]. В 

кінетичних дослідженнях для виявлення загальних закономірностей нами 

було використано простіші монозаміщені похідні калікс[4]аренів 3.1 та 3.3. 

Для доведення оборотності інгібування РТР1В фосфорильованими 

похідними калікс[4]арену проводили досліди з розведенням реакційної 

суміші (рис. 3.3). Аналіз кінетичних кривих дозволив встановити, що при 
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розбавленні реакційної суміші без інгібітора початкова швидкість 

ензиматичної реакції зменшується приблизно в 5 разів, тоді як за наявності 

інгібітора таке розбавлення приводило до зменшення початкової швидкості 

лише приблизно вдвічі. Це свідчить про оборотний характер впливу 

інгібіторів на активність РТР1В. 

 

 

 

Рис. 3.3. Оборотність інгібування РТР1В калікс[4]арен-α-гідрокси-

метиленбісфосфоновою кислотою 3.3. а – активність ензиму до та після 

розбавлення в 5 разів; б – активність ензиму за наявності інгібітора після 

розбавлення реакційної суміші в 5 разів. 
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Додаткові дослідження показали, що характер кінетичних кривих 

залежить від порядку змішування реагентів. Якщо реакцію розпочинали 

додаванням ензиму до суміші, що попередньо термостатувалася, то початкові 

швидкості ензиматичної реакції (при одних і тих же концентраціях 

субстрату) мало залежали від концентрації інгібітора, проте з часом 

активність ензиму знижувалась пропорційно концентрації інгібітора. У 

випадку, коли реакцію розпочинали додаванням субстрату (після 

термостатування ензиму в присутності функціоналізованого калікс[4]арену) 

початкова швидкість ензиматичної реакції залежала від концентрації 

інгібітора. Окремо проведенні дослідження, коли ензим з інгібітором 

інкубували впродовж певного часу, показали залежність ефективності впливу 

інгібіторів від часу (рис. 3.4 і 3.5)  

 

 

 Рис. 3.4 Зміна активності РТР1В з часом після інкубації з 4 мкМ 

інгібітора 3.3 впродовж 5хв (1), 15 хв (2) і 30 хв (3). 
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Рис. 3.5 Зміна активності РТР1В з часом після інкубації з 1,5 мкМ 

сполуки 3.1 впродовж 5хв (1) і 15 хв (2).  

 

Таким чином, отримані дані вказують на здатність фосфорильованих 

похідних калікс[4]арену взаємодіяти з ензимом без участі субстрату. 

Рівновага поміж ензимом, інгібітором та їх комплексом встановлюється не 

відразу, тобто максимальний вплив інгібітора досягається з часом. Тому нами 

були виконані необхідні розрахунки для визначення можливого механізму 

повільного облаштування інгібітора в активному центрі РТР1В. 

Два основних механізми, можуть пояснити процес повільного 

облаштування інгібітора при комплексоутворенні з ензимом [128]. За одним 

із механізмів спочатку відбувається швидке формування першого комплексу 

ЕІ, який потім повільно трансформується в наступний стійкіший комплекс 

ЕІ* (рис. 5 (а)). Такий механізм називають двостадійним. Якщо ж швидкість 

встановлення рівноваги на стадії формування комплексу ЕІ є значно нижчою 

за швидкість встановлення рівноваги на стадії переходу до комплексу ЕІ*, то 

розглядають тільки першу стадію і говорять про одностадійний механізм 

(рисунок 5 (б)). Для визначення можливого механізму нами було 

проаналізовано залежність початкової швидкості процесу гідролізу 
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субстрату, що його каталізує РТР1В, від концентрації доданого інгібітора. У 

випадку одностадійного механізму початкова швидкість процесу гідролізу 

субстрату не залежить від концентрації інгібітора, тобто процес утворення 

комплексу потрібно розглядати за одностадійним механізмом. При цьому, 

якщо механізм є наближеним до одностадійного, то залежність константи 

швидкості реакції псевдо-першого порядку kapp (константа швидкості, що 

спостерігається) від концентрації інгібітора має лінійний характер. Якщо ж 

процес облаштування інгібітора в активному сайті ензиму відбувається в дві 

стадії, то тоді початкова швидкість реакції гідролізу субстрату, що її 

каталізує ензим за наявності інгібітора зростає зі зростанням концентрації 

доданої сполуки. При цьому залежність kapp від концентрації інгібітора 

матиме гіперболічний характер. 

S  +  E       ES E   + P
k2

      EI

I[ ]

+

EI*

k1

k-1

k-3

k3

k4

k-4  

 

S  +  E       ES E   + P
k2

      EI

I[ ]

+

k1

k-1

k-3

k3

 

 

Схема. 3.1 Можливі механізми утворення комплексу ензим-інгібітор. 

(а) двостадійний механізм; (б) одностадійний механізм. 

(а) 

(б) 
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Для аналізу констант повільного зв’язування інгібіторів з залежностей 

зміни активності з часом (рис. 3.6) були розраховані константи швидкості 

оборотної реакції псевдопершого порядку. 

 

 

Рис. 3.6. Зміна активності РТР1В з часом зі збільшенням концентрації 

сполуки 3.1. Графік побудовано з кінетичних кривих ензиматичної реакції за 

наявності інгібітора при різних концентраціях 

 

Результати кінетичних експериментів і наступних розрахунків 

показали, що початкова швидкість V0 процесу гідролізу субстрату не 

залежить від концентрації інгібітора, а значення константи швидкості, що 

спостерігається, зростає лінійно зі збільшенням концентрації інгібітора (рис. 

3.7). 

Таким чином, повільне утворення ензим-інгібіторного комплексу 

узгоджується з одностадійним механізмом (схема 3.1 (б)). Використовуючи 

отримані кінетичні залежності, нами було розраховано відповідні константи 

швидкості утворення комплексу ензим-інгібітор. 
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Рис. 3.7. Залежність константи швидкості псевдопершого порядку від 

концентрації інгібітора 3.1. 

 

У випадку одностадійного механізму повільного облаштування kapp 

можна описати наступним рівнянням: 

 

kapp = k-3 + k3 [I] / (1+ [S] / Km), 

 

де k-3 та k3 константи швидкості дисоціації та асоціації утворення 

комплексу між ензимом та інгібітором, Km= (k-1 + k2) / k1. Розраховані 

значення k3 і k-3 для інгібітора 3.1 становили 3,3·10
3 

M
-1

с
-1

 і 0,0024 с
-1

, 

відповідно, а константа інгібування Ki складала 0,74 мкM. Для інгібітора 3.3 

k3 = 2,9·10
3 
M

-1
с

-1
, k-3 = 0,0020 с

-1
, Ki = 0,68 мкM. 

Використовуючи значення стаціонарної швидкості Vст. гідролізу pNPP, 

із обернених залежностей 1/Vст. від 1/[S] (рис. 3.8) визначено константу 

Міхаеліса (Km) і Km' за наявності інгібітора 3.1. Отримані результати свідчать, 

що інгібітор зв’язується в активному сайті РТР1В, конкуруючи з субстратом. 

Обрахована константа інгібування становила 0,98 мкM. 
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Рис. 3.8. Інгібування РТР1В калікс[4]аренметиленбісфосфоновою 

кислотою 3.1. Концентрації інгібітора: (○) 0, (●) 0,6 мкM, (□) 1,2 мкM, (∆) 1,8 

мкM. 

 

Таким чином, за допомогою кінетичних методів нами вперше 

охарактеризовано особливості механізму повільного зв’язування деяких 

макроциклічних похідних метиленбісфосфонової та α-гідроксиметилен-

бісфосфонових кислот з протеїнтирозинфосфатазою 1В. Одержані результати 

дають змогу використати надалі комп’ютерні методи для побудови 

можливих моделей облаштування інгібіторів в активному центрі РТР1В.  

 

3.3. Вивчення моделей зв’язування калікс[4]аренметиленбісфос-

фонових кислот в активному центрі РТР1В методом 

молекулярного докінгу 

 

Аналіз механізмів закріплення макроциклічних фосфонатних 

інгібіторів в активному центрі РТР1В проводили методом комп'ютерного 

моделювання (програма AutoDock 4.2). Дані рентгеноструктурного аналізу 
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комплексів РТР1В з різними лігандами свідчать про можливість конформації 

ензиму як з відкритою, так і з закритою WPD-петлею. Тому процедура 

докінгу фосфонатних похідних включала аналіз декількох варіантів 

розміщення кожного інгібітора і визначення однієї енергетично 

найвигіднішої структури комплексу.  

 

Табл. 3.2. Розраховані значення енергій зв’язування ∆Gdoc (ккал/моль) 

моно аніонів калікс[4]аренфосфонових кислот 3.1 – 3.4 в активному центрі 

РТР1В. 

 

Інгібітор/кристал 1NL9 1PHO 1Q6M 2CM8 2CNF 

3.1 -6.040 -8.500 -11.760 -9.630 -10.700 

3.2 -6.390 -8.550 -9.180 -7.660 -10.300 

3.3 5.552 4.884 5.772 5.434 5.977 

3.4 5.22 4.994 5.361 5.405 3.997 

 

Розраховані за таким підходом значення вільної енергії зв’язування 

представлено в таблиці 3.2. Порівнявши комп’ютерні та розраховані з ІС50 

значення вільної енергії (∆Gdoc) було зроблено висновок, що міцніше 

зв’язування макроциклічних інгібіторів з ензимом відбувається за участі 

WPD-петлі, можливо, коли вона перебуває в закритому стані. Тому опис 

моделей зв’язування інгібіторів з РТР1В було виконано з використанням 

кристалічної структури ензиму з закритим положенням WPD-петлі (PDB 

кристал 2CNF). 

Структури інгібіторів, що використовувались для докінгу, мали 

моноаніонні форми фосфорильних залишків. Аналіз конформацій 

макроциклів в активному центрі ензиму свідчить, що вона є подібною і може 

бути описана як „сплощенний конус” (рис. 3.8). Два протилежні бензольні 
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кільця розташовані майже паралельно, тоді як два інші ароматичні 

фрагменти наближені до площини макроциклу і орієнтуються один до одного 

під кутом 110°. Фосфонатна група кожного з інгібіторів розташовується 

поряд з залишком Cys215, що знаходиться на дні каталітичної кишені.  

З отриманих моделей (рис. 3.8) видно, що метиленбісфосфонатний 

фрагмент може розташовуватись поряд з залишком Cys215, а наявна 

макроциклічна платформа інгібіторів 3.1 і 3.2 забезпечує гідрофобні 

взаємодії з Phe182 WPD-петлі, а також залишками Lys120, Tyr46, Arg47 та 

Asp48.  

 

 

 

 

Рис. 3.8. Моделі зв’язування інгібіторів 3.1 і 3.2 в активному центрі 

РТР1В (кристал 2СNF). 
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Крім того, фосфорильні групи інгібіторів здатні утворювати водневі 

зв’язки з Asp181, Arg221, Ser216, Ala217, а також Gly220. У випадку біс-

заміщених сполук 3.2 і 3.4 інший метиленбісфосфонатний залишок 

орієнтований назовні і не бере участі у зв’язуванні інгібітора з ензимом. 

Такий механізм узгоджується з даними досліджень активності моно- та біс-

функціоналізованих інгібіторів РТР1В in vitro. При цьому значення ІС50 для 

біс-метиленбісфосфонатних похідних 3.2 і 3.4 навіть перевищували значення 

ІС50 у випадку сполук 3.1 і 3.3 (табл. 3.1).  

 

Табл. 3.3. Типи зв’язків, які забезпечують зв’язування інгібіторів в 

активному центрі РТР1В (на прикладі сполуки 3.1). 

Амінокислоти 

ензиму 
Донор Акцептор Тип зв’язку 

ASP181 C O Ван-дер-Вальсовий 

ASP48 C O Ван-дер-Вальсовий 

PHE182 O C Ван-дер-Вальсовий 

SER216 C C Ван-дер-Вальсовий 

CYS215 O C Ван-дер-Вальсовий 

VAL49 C C Ван-дер-Вальсовий 

ASP181 O O Полярний 

TYR46 OH S Водневий 

ARG47 NH2 O Водневий 

LYS120 N O Водневий 

CYS215 S O Водневий 

ALA216 N O Водневий 

GLY220 N O Водневий 
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Таким чином, результати цього дослідження демонструють, що 

фосфорильовані похідні каліксаренів як міметики природного субстрату 

РТР1В - інсулінового рецептора з фосфотирозиновим фрагментом - 

інгібувати цей ензим. Виконані дослідження метиленбісфос-фонатних 

похідних калікс[4]арену як інгібіторів РТР1В вказують на перспективність 

застосування каліксаренів як молекулярної платформи для подальшого 

дизайну інгібіторів РТРаз. 
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РОЗДІЛ 4 

 

КАЛІКС[4]АРЕН-α-ГІДРОКСИМЕТИЛ- ТА КАЛІКС[4]АРЕН- 

α-КЕТОФОСФОНОВІ КИСЛОТИ ЯК ІНГІБІТОРИ РТР1В 

 

4.1. Дослідження кінетичних закономірностей інгібування РТР1В 

калікс[4]арен-α-гідроксиметил- та калікс[4]арен-α-кето-

фосфоновими кислотами 

 

Як було викладено вище, похідні метиленбісфосфонової кислоти на 

молекулярній платформі калікс[4]арену виявляють значну інгібувальну дію 

на активність РТРаз. Враховуючи, що наявність негативно заряджених моно- 

або діаніонних фрагментів при фізіологічних значеннях рН в результаті 

дисоціації залишків метиленбісфосфонових кислот в структурі інгібітора 

може зменшувати його біодоступність, актуальними були дослідження 

похідних калікс[4]аренів з фрагментами монофосфонових кислот як 

можливими біоізостерними групами. В цьому розділі нами вперше 

представлено кінетичні закономірності інгібування РТР1В сполуками з 

залишками α-гідроксиметил- та α-кетофосфонових кислот, ковалентно 

закріплених на верхньому ободі калікс[4]арену (сполуки 4.1 - 4.4). Раніше 

співробітниками нашої лабораторії було встановлено, що калікс[4]арени з 

фрагментами α-гідроксиметилфосфонової кислоти здатні ефективно 

інгібувати активність лужної фосфотази та глутатіон-S-трансферази [109]. 

Крім того, сполуки з залишками α-гідроксифосфонової кислоти описані в 

літературі як ефективні інгібітори CD45 [129]. Відомими також є інгібітори 

РТР1В, які містять β-кетофосфонатні групи [130]. Однак, інгібітори РТРаз, 

які б мали в своїй структурі α-кетофосфонатні фрагменти, раніше не 

вивчалися і такі дані в літературних джерелах до цього часу не представлені. 

Варто зазначити, що С(О)-Р зв’язок α-кетофосфонових кислот в водному 

розчині є стабільним на противагу до такого зв’язку діалкільних естерів 
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[131]. Для порівняння селективності впливу інгібіторів на активність РТР1В 

нами були використано ряд протеїнтирозинфосфатаз: ТС-РТР, CD45, SHP2, 

РТРβ, Meg1, Meg2 та LAR. Отримані результати щодо інгібувальної 

здатності похідних калікс[4]арену 4.1 – 4.4 на ці ензими зібрано та 

представлено в таблиці 4.1. Для порівняння їх інгібувальної здатності 

використовували розраховані значення ІС50 при концентрації штучного 

субстрату (n-нітрофенілфосфатат), що приблизно дорівнювала значенню 

константи Міхаеліса. Сполука 4.1 була рацемічною у вигляді двох 

енантіомерних форм, а сполука 4.2 була у вигляді мезо-форми. 
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Табл. 4.1. Інгібувальний вплив (ІС50, мкМ) α-гідроксиметил- та α-кето-

фосфонових кислот 4.1 - 4.4 на активність РТРаз. 

 

Інгібітор PTP1B ТСРТР РТРβ SHP2 CD45 MEG2 MEG1 LAR 

4.1 1,6±0,2 11±0,3 4,5±0,2 3,5±0,1 0,64±0,1 - - - 

4.2 8,4±1,6 59±1,7 45±2 17±4 7,6±1,8 - - - 

4.3 3,2±0,1 27±3 32±4 40±6 11±3 26±1 60±10 72±5 

4.4 6,3±0,2 51±10 30±10 53±5 16±3 46±6 >100 56±3 

 

Результати досліджень показали, що монозаміщений калікс[4]арен-α-

гідроксиметилфосфонат 4.1 (у рацемічній формі) найкраще інгібує CD45 

(ІС50 = 0,64 мкМ), виявляючи приблизно 2-15-кратну селективність у 

порівнянні з РТР1В, SHP2 та РТРβ (табл. 4.1). У випадку α-кетофосфонової 

кислоти 4.3 інгібування РТР1В було найкращим зі значенням ІС50, приблизно 

в 3 рази меншим, ніж для CD45 та щонайменше на порядок нижчим, якщо 

порівнювати з SHP2 та іншими РТРазами. Таким чином, порівнюючи 

отримані результати з результатами досліджень метиленбісфосфонатів 

(розділ 3), можна сказати, що заміна α-гідроксиметиленбісфосфонатного 

замісника його α-гідроксиметилфосфонатним структурним аналогом  

забезпечила більшу спорідненість до CD45, проте введення α-кето-

фосфонатного фрагменту привело до покращення селективності інгібування 

РТР1В у порівнянні з SHP2. Результати порівняльного вивчення, отримані з 

використанням 4-гідроксифеніл-α-гідроксиметилфосфонової кислоти (ІС50 = 

25 мкМ) підтвердили наші припущення про важливість поєднання 

макроциклічної платформи та біоізостерної фосфонатної групи в структурі 

інгібіторів 4.1 - 4.4 для ефективного інгібування РТР1В. Подальші 

дослідження показали, що введення додаткових фосфонатних груп (сполуки 

4.2 (мезо-форма) та 4.4) не покращує ефективності інгібування РТР1В, проте, 
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у порівнянні з деякими іншими РТРазами селективність впливу інгібіторів 

зростала (рис. 4.1). 

 

Рис. 4.1. Селективність інгібування РТРаз сполуками 4.1 - 4.4. Перша 

колонка для кожного інгібітора відповідає РТР1В, друга – ТС-РТР, третя – 

РТРβ, четверта – SHP2 і остання – CD45. 

 

4.2. Вивчення механізмів повільного облаштування α-кетофос-

фонатів на платформі калікс[4]арену в активному центрі РТР1В 

 

Як і в попередньому випадку, кінетичні криві інгібування РТР1В 

показали, що для досягнення максимального впливу інгібіторів на ензим 

потрібен час (рис. 4.2). Проте, порівнюючи кінетичні дані з результатами 

наших попередніх досліджень, ми з’ясували, що механізм утворення ензим-

інгібіторного комплексу змінюється залежно від наявності бісфосфонатного 

чи α-кетофосфонатного фрагменту. Аналіз кінетичних кривих інгібування 

РТР1В калікс[4]арен-α-кетофосфоновими кислотами показав, що початкова 

швидкість V0 реакції гідролізу субстрату, що її каталізує РТР1В, залежить від 

концентрації інгібітора (рис. 4.3). У цьому разі механізм утворення 

0

10

20

30

40

50

60

IC50, мкМ 

4.1                     4.2                    4.3                     4.4 



73 

 

комплексу інгібітора з ензимом може включати дві стадії. Згідно такого 

механізму спочатку відбувається швидке утворення проміжного комплексу 

ЕІ, який потім повільно трансформується в комплекс ЕІ* (схема 3.1 (а)). 

 

 

Рис. 4.2. Кінетичні криві інгібування РТР1В за відсутності та наявності 

6 мкМ, 12 мкМ, і 24 мкМ інгібітора 4.4. 

 

 

Рис. 4.3. Залежність початкової швидкості V0 (за перші 2 хв.) реакції 

гідролізу, що його каталізує РТР1В за наявності сполуки 4.4. 
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У випадку двостадійного механізму уявна константа інгібування може 

бути представлена наступним рівнянням: Ki
'
 = Ki k-4 / (k-4 + k+4).  

Константу швидкості k-4 було знайдено із співвідношення k-4= 

(Vст/Vo)kapp, де Vo та Vст. початкова і стаціонарна швидкості реакції гідролізу 

субстрату, відповідно. Значення k+4 та Ki були розраховані з лінійної 

залежності 1 / (kapp – k-4) від 1 / [I]. Встановлені значення k-4 та k+4 

дорівнювали 0,0017 c
-1 

та 0,0042 c
-1

; Ki та Ki
' 
становили 12,3 мкM та 3,6 мкM, 

відповідно. 

За допомогою даних графічної залежності 1/Vст. від 1/[S] було 

охарактеризовано механізм інгібування РТР1В на прикладі моно- та біс-

заміщеної похідної калікс[4]арену 4.3 і 4.4 (рис. 4.4, 4.5). Отримані 

результати показали, що обидві сполуки здатні конкурувати з субстратом за 

місце зв’язування в активному центрі РТР1В з константами інгібування 2,2 

мкМ та 3,4 мкМ, відповідно. 

 

   

 

Рис. 4.4. Інгібування РТР1В похідною калікс[4]арену 4.3. Концентрація 

інгібітора: (○) 0, (●) 2 мкM, (□) 4 мкM і (∆) 6 мкM. 
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Рис. 4.5. Інгібування РТР1В похідною калікс[4]арену 4.4. Концентрація 

інгібітора: (○) 0, (●) 2 мкM, (□) 4 мкM і (∆) 6 мкM. 

 

Результати виконаних досліджень створили підґрунтя для подальшого 

використання комп'ютерних методів дослідження можливих моделей 

облаштування інгібіторів в комплексі з РТР1В. Очевидно, що 

макроциклічний інгібітор може бути закріплений в області каталітичного 

центру, взаємодіючи при цьому активною поверхнею за його межами. 

 

4.3. Аналіз результатів докінгу α-гідроксиметил- та α-кето-

фосфонатних похідних калікс[4]арену в активний центр РТР1В 

 

Структури інгібіторів, що використовувались для докінгу, мали 

моноаніонні форми фосфорильних залишків. Аналіз конформацій 

макроциклів в активному центрі РТР1В показав, що вони можуть бути 

описані як „сплощений конус” з кутами між двома протилежними кільцями 

близько 120
о
, тоді як два інші розташовуються майже паралельно.  
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Розраховані результати енергій докінгу ∆Gdoc показали, що обидві R- і 

S-енантіомерні форми α-гідроксиметилфосфонатів майже однаково 

зв’язуються в активному центрі РТР1В (табл. 4.2). Монозаміщені похідні 

калікс[4]арену 4.1 і 4.3 характеризуються кращими значеннями ΔGdoc у 

порівнянні з біс-заміщеними інгібіторами 4.2 та 4.4. Для сполук 4.3 і 4.4 

найкращі значення вільної енергії ∆Gdoc у випадку з відкритою WPD-петлею 

становили -7,18 та -8,09 ккал/мол (PDB код: 1NL9), а також -9,76 та -9,32 

ккал/мол для конформації ензиму з закритоюWPD-петлею (PDB код: 2СNF). 

 

Табл. 4.2. Енергії докінгу ΔGdoc (ккал/моль) зв’язування калікс[4]арен-

α-гідроксиметилфосфонатів в активному центрі РТР1В. 

 

Інгібітор 2CM8 2CNF 1Q6M 1PH0 1NL9 

4.1(R) -7.39 -8.84 -6.39 -4.92 -5.80 

4.1(S) -7.38 -8.86 -4.35 -5.10 -5.91 

4.2(RR) -7.19 -5.66 -7.21 -6.14 -5.92 

4.2(RS) -6.00 -8.24 -6.05 -4.49 -4.64 

4.2(SS) -6.80 -7.52 -3.72 -3.47 -5.35 

 

Оцінка констант інгібування, отриманих експериментальним методом, 

показала найкращу кореляцію з розрахованими значеннями ΔGdoc у разі 

закритого положення WPD-петлі. Згідно комп’ютерних розрахунків, 

фосфонатна група кожного з інгібіторів здатна розміщуватись в каталітичній 

кишені РТР1В (PDB код 2CNF) поряд з залишком Cys215 (рис. 4.5). У 

випадку з закритою WPD-петлею похідні каліксарену можуть утворювати 

водневі зв’язки з Cys215, Ala217, Gly220 та Arg221. Пропокси-групи, що 

закріплені на нижньому ободі макроциклу, беруть участь в гідрофобних 

взаємодіях з Arg47, Tyr46 та Asp48. Платформа калікс[4]арену має 

гідрофобні зв’язки з Phe182 та Ван-дер-Ваальсові контакти з Asp181 та 
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Tyr46. У випадку сполуки 4.4 інша фосфонатна група бере участь у взаємодії 

з РТР1В тільки з відкритою WPD-петлею. При цьому одна фосфонатна група 

утворює зв’язки з амінокислотами активного центру (Р-петля), в той час, як 

інша група взаємодіє з Ala264. Одна з α-кето-груп фіксується водневим 

зв’язком з Gly220, а калікс[4]аренова платформа за допомогою Ван-дер- 

Ваальсових контактів взаємодіє з Gln262, Asp265 та амінокислотами WPD-

петлі (рис. 4.5 (а)). Загалом, закріплення інгібіторів в активному центрі 

РТР1В здійснюється за рахунок водневих зв’язків, гідрофобних та Ван-дер-

Ваальсових взаємодій (табл. 4.3). 

 
 

 
 

Рис. 4.5. Моделі розташування інгібіторів в активному центрі РТР1В: 

(а) сполука 4.4 (1NL9); (б) сполука 4.3 (2CNF). 

 

а 

б 



78 

 

Табл. 4.3. Зв’язки, які забезпечують утворення комплексу ензим-

інгібітор при взаємодії сполуки 4.3 та РТР1В. 

 

Залишки 

амінокислот 
Донор Акцептор Тип зв’язку 

ASP48 C O Ван-дер-Вальсовий 

PHE182 O C Ван-дер-Вальсовий 

ASP181 C O Ван-дер-Вальсовий 

SER216 C C Ван-дер-Вальсовий 

CYS215 O C Ван-дер-Вальсовий 

VAL49 C C Ван-дер-Вальсовий 

ASP181 O O Полярний 

TYR46 OH S Водневий 

ARG47 NH2 O Водневий 

LYS120 N O Водневий 

CYS215 S O Водневий 

SER216 N O Водневий 

ARG221 N O Водневий 

GLN266 N O Водневий 

GLN262 N O Водневий 

TRP179 N O Водневий 

 

 

Отже, в цьому розділі нами показано, що введення в структуру 

інгібітора залишку α-гідроксиметилфосфонової кислоти збільшує його 

спорідненість до протеїнтирозинфосфатази CD45. Макроциклічні інгібітори, 

які вміщують на верхньому ободі залишки α-кетофосфонової кислоти, 

можуть розглядатися як перспективні моделі для конструювання інгібіторів, 
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які здатні ефективно інгібувати протеїнтирозинфосфатазу 1В. Слід 

зазначити, що перспективність α-кетофосфонатів іншої структури полягає 

також в можливості реалізації інших механізмів блокування активності, 

зокрема, інактивації ензимів через ковалентну незворотну модифікацію 

сульфгідрильної групи в активному центрі. Можливо, що у випадку вивчених 

калікс[4]арен-α-кетофосфонових кислот 4.3 і 4.4 такий механізм не 

спостерігався завдяки наявності громіздкої макроциклічної платформи. 
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РОЗДІЛ 5 

 

ТІАКАЛІКС[4]АРЕН ЯК МОЛЕКУЛЯРНА ПЛАТФОРМА ДЛЯ  

КОНСТРУЮВАННЯ ІНГІБІТОРІВ ПРОТЕЇНТИРОЗИНФОСФАТАЗ 

 

5.1. Вплив тіакалікс[4]аренметилфосфонової кислоти та її 

моноестерних похідних на активність РТР1В у порівнянні з іншими 

РТРазами 

 

Раніше було встановлено, що калікс[4]арен- та тіакалікс[4]арен-

тетракісметилфосфонові кислоти є ефективними інгібіторами лужних 

фосфатаз та протеїнтирозинфосфатази з Єрсинії [79]. В цій роботі, вивчаючи 

закономірності інгібувальної здатності фосфонатних похідних 

тіакалікс[4]арену на активність РТРаз, ми запропонували новий підхід до 

дизайну подібних макроциклічних інгібіторів, який розширює уявлення про 

природу біоізостерного фосфонатного фрагменту. На відміну від попередніх 

робіт, наша ідея полягала у можливій активності тіакалікс[4]аренів з 

ковалентно закріпленими залишками не тільки фосфонових кислот, але і їх 

моноестерних фосфонатних фрагментів. Варто було сподіватись, що такі 

моноестерні похідні виявлятимуть кращу селективність інгібування, а також 

матимуть переваги у біодоступності у порівнянні з кислотами. В даному 

розділі представлено результати випробувань in vitro калікс[4]арен- та 

тіакалікс[4]арен-тетракісметилфосфонових кислот 5.1 і 5.2, а також 

моноестерних похідних тіакалікс[4]арену 5.3 та 5.4 як інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатази 1В. 

Нами було встановлено, що тетракісметилфосфонові кислоти 5.1 і 5.2 

мають високу спорідненість до РТР1В з ІС50 у низько-мікромолярному 

діапазоні значень. При  використанні n-нітрофенілфосфату значення ІС50 

дорівнювали 1,3 ± 0,6 мкМ і 0,17 ± 0,04 мкМ, відповідно. Після заміни pNPP 

фрагментом інсулінового рецептора з одним фосфорильованим залишком 
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тирозину (pTyr
1146

) значення ІС50 складали 1,8 ± 0,2 мкМ та 0,24 ± 0,04 мкМ, 

відповідно. Зазначимо, що октаалкільний естер 5.5, а також сполука 5.6 з 

метокси-групами на нижньому вінці тіакаліксарену не впливали на 

активність РТР1В. Ці дані вказують на важливу роль замісників як на 

верхньому, так і на нижньому ободі макроциклічної платформи для 

закріплення інгібітора на поверхні ензиму. 
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Проте подальші дослідження показали, що тетракіс-метилфосфонові 

кислоти 5.1 і 5.2 також впливають на протеїнтирозинфосфатазу ТСРТР (рис. 

5.1, значення ІС50 дорівнюють 1,3 ± 0,6 і 0,17 ± 0,04 мкМ, відповідно), 

активність якої, як відомо, є незамінною в процесі розвитку клітин.  

 

 

 

Рис. 5.1. Вплив сполук 5.1 і 5.2 на активність РТР1В (перша колонка) та 

ТС-РТР (друга колонка). 

 

Інші закономірності стосовно інгібування активності РТРаз 

спостерігалися у випадку моноестерних похідних тіакалікс[4]арену 5.3 та 5.4. 

Результати тестувань показали, що заміна залишків фосфонової кислоти 

менш негативно зарядженими моноестерними групами може покращувати 

селективність інгібування РТР1В, зберігаючи при цьому значну 

спорідненість інгібіторів до ензиму. Особливо можна відзначити зростання 

селективності дії моноестерів на активність РТР1В у порівнянні з ТСРТР. Як 

видно з таблиці 5.1, сполуки 5.3 та 5.4 в 15 та 8 разів краще інгібують РТР1В 

у порівнянні з ТС-РТР. Більш ніж на порядок гірше вони інгібують SHP2 та 

MEG1. У випадку з CD45 їх інгібуючи здатність лише трохи зменшувалась у 

порівнянні з РТР1В. 
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Табл. 5.1. Інгібувальна здатність сполук 5.3 і 5.4 відносно деяких РТРаз 

людини (ІС50, мкМ). 

 

Ензим 5.3 5.4 

PTP1B 0,34 ± 0,07 0,32 ± 0,03 

TCPTP 5,2 ± 1,4 2,8 ± 0,5 

MEG2 2,8 ± 0,2 1,9 ± 0,3 

MEG1 3,9 ± 1,5 3,8 ± 0,9 

SHP2 3,6 ± 0,85 3,4 ± 0,84 

CD45 1,2 ± 0,06 0,6 ± 0,02 

 

 

5.2. Вивчення механізмів інгібування РТР1В тетраалкільними 

естерами тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти 

 

Аналогічно до раніше досліджених інгібіторів, кінетика гідролізу n-ні-

трофенілфосфату, що його каталізує протеїнтирозинфосфатаза 1В за 

наявності тетраалкільних естерів 5.3 або 5.4 вказує на уповільнене 

формування ензим-інгібіторного комплексу (рис. 5.2). Беручи до уваги, що 

початкова швидкість реакції гідролізу штучного субстрату при різних 

концентраціях інгібітора не змінювалась, а значення константи швидкості, 

що спостерігалася, зростала лінійно зі збільшенням концентрації інгібітора 

(рис. 5.3), подальші розрахунки було виконано з огляду на можливість  

одностадійного механізму утворення комплексу (схема 3.1 (б)). Константи 

швидкості дисоціації k-3 та асоціації k3 утворення комплексу між ензимом та 

інгібітором на прикладі сполуки 5.3 було одержано з лінійної залежності kapp 

від [І]. Вони дорівнювали 0,0029 с
-1 

та
 
19·10

3
 M

-1
с

-1
, відповідно, При цьому 

значення константи інгібування Ki становило 0,15 мкM.  
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Рис. 5.2. Кінетичні криві інгібування РТР1В сполукою 5.3 (0 мкМ, 0,1 

мкМ, 0,2 мкМ, 0,4 мкМ, 0,6 мкМ та 0,8 мкМ). 

 

Рис. 5.3. Залежність константи швидкості псевдопершого порядку від 

концентрації інгібітора 5.3. 

 

Типова залежність 1/Vст. від 1/[S] (рис. 5.4) узгоджується з 

конкурентним типом інгібування. Ці дані вказують на те, що інгібітор 

здатний зв’язуватись в активному центрі РТР1B, перешкоджаючи процесу 
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гідролізу субстрату. Розраховані значення констант інгібування (Kі) та 

Міхаеліса (Km) дорівнювали 0,12 мкМ та 2,4 мМ, відповідно.  

 

 

Рис. 5.4. Інгібування РТР1В сполукою 5.3 (●) 0 та (○) 0,5 мкM. 

Концентрація n-нітрофенілфосфату: 0,5 мM, 0,69 мM, 1 мM, 1,35 мM, 2 мM, 3 

мM та 4 мM. 

 

Результати виконаних кінетичних досліджень дозволили детальніше 

спрогнозувати механізми зв’язування інгібіторів в активному сайті РТР1В за 

допомогою методу молекулярного докінгу. Розраховані значення енергій 

докінгу представлено в таблиці 5.2. Як видно з таблиці 5.2, найнижчі 

значення енергій докінгу макроциклічних лігандів 5.3 і 5.4 в активний центр 

РTP1B отримано при використанні кристалічної структури з закритою 

конформацією WPD-петлі (2CNF). При цьому абсолютне значення ∆Gdoc є 

більшим для сполуки 5.4, що узгоджується з експериментальними даними. 

Аналіз конформацій макроциклів 5.3 і 5.4 в активному центрі ензиму 

свідчить, що вона є подібною і може бути описана як „cплощений конус”.  
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Табл. 5.2. Значення енергй докінгу ∆Gdoc (ккал/моль) моноестерних 

похідних тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти 5.3 і 5.4 в 

активний центр РТР1В. 

 

PDB код 5.3 5.4 

1NL9 -7,95 -9,06 

1PHO -12,04 -13,70 

1Q6M -7,54 -6,52 

2CM8 -10,75 -9,25 

2CNF -12,13 -15,15 

 

Аналізуючи конформації і розташування інгібіторів в активному центрі 

РТР1В слід зазначити, що два протилежні бензольні кільця калікс[4]арену 

розташовані майже паралельно, тоді як два інші ароматичні фрагменти 

наближені до площини макроциклу, орієнтуючись один до одного під кутом 

110
○
. Фосфонатна група одного з паралельних бензольних кілець кожного з 

інгібіторів розташовується поряд з залишком Cys215, що знаходиться на дні 

каталітичної кишені (рис. 5.5). При цьому верхній вінець макроциклу 

забезпечує гідрофобні взаємодії з Phe182 WPD-петлі. Дві інші фосфонатні 

групи утворюють водневі зв’язки з амінокислотними залишками Arg24, 

Lys116 та Lys120, а одна з гідроксильних груп на нижньому вінці 

макроциклу утворює водневий зв’язок з Asp48. Крім цього, важливу роль в 

утримані інгібітора на поверхні ензиму відіграють Ван-дер-Ваальсові 

взаємодії.  
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Рис. 5.5. Облаштування сполуки 5.3 в активному центрі РТР1В з 

закритою WPD-петлею (2CNF). 

 

Таким чином, отримані результати вперше показують, що тетраалкільні 

естери тіакалікс[4]аренфосфонової кислоти здатні ефективно та селективно 

інгібувати РТР1В зі значеннями ІС50 в мікромолярному діапазоні. Крім того, 

введення в структуру інгібіторів менш негативно заряджених моноестерних 

фосфонатних груп (у порівнянні з залишками відповідної фосфонової 

кислоти) може сприяти біодоступності інгібіторів.  
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РОЗДІЛ 6 

 

ЗВ’ЯЗУВАННЯ ТІАКАЛІКС[4]АРЕН-ТЕТРАКІС-

МЕТИЛФОСФОНОВОЇ КИСЛОТИ ТА ЇЇ ТЕТРАКІС-

МОНОЕСТЕРНИХ ПОХІДНИХ З ЛЮДСЬКИМ СИРОВАТКОВИМ 

АЛЬБУМІНОМ 

 

6.1. Утворення комплексів фосфонатних похідних 

тіакалікс[4]арену з людським сироватковим альбуміном  

 

При конструюванні можливих інгібіторів ензимів важливо враховувати 

поєднання їх різних характеристик, в тому числі здатність транспортуватися 

в судинах та перетинати мембранні стінки клітин. Для проведення модельних 

експериментів in vitro ми використали людський сироватковий альбумін. 

Сироватковий альбумін людини (ЛСА) – найпоширеніший серед білків крові 

– є мономерною молекулою з багатьма доменами. Головна функція 

альбуміну в організмі людини полягає в регуляції онкотичного тиску і 

транспортуванні ендо- та екзогенних компонентів в кровоносній та 

лімфатичній системах, а також в міжклітинному та внутрішньоклітинному 

просторі [132]. Крім того, ЛСА відіграє важливу роль в транспортуванні і 

накопиченні жирних кислот, амінокислот, гормонів, білірубіну, а також ліків 

[133]. Окрім альбуміну, транспорт ліків може відбуватись завдяки 

ліпопротеїнам та імуноглобулінам, але завдяки високій концентрації та 

малим розмірам альбумін має переваги [134].  

В даному розділі описано результати вивчення властивостей 

тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти (5.2), а також її 

тетраалкільного естеру (5.3) в модельному середовищі з людським 

сироватковим альбуміном. Відомо, що завдяки наявності амінокислотних 

залишків триптофану та тирозину білки здатні флуоресціювати. Така 

властивість макромолекул широко використовується в прикладних 
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біологічних та біомедичних дослідженнях для вивчення їх комплексів з 

різними лігандами. В результаті взаємодії флуорофора з іншими речовинами 

інтенсивність флуоресценції може змінюватись. 

На рисунку 6.1 і 6.2 показано спектри флуоресценції альбуміну людини 

в присутності фосфонатних похідних тіакалікс[4]арену 5.2 і 5.3. Як видно з 

наведених спектрів, після додавання до розчину з білком одного з інгібіторів 

в мікромолярній концентрації, інтенсивність флуоресценції помітно 

зменшується. 

 

 

Рис. 6.1. Спектри флуоресценції ЛСА за наявності тіакалікс[4]аренфос-

фонової кислоти 5.2. ЛСА = 2 мкМ; Концентрація сполуки дорівнювала 0, 1 

мкМ, 2 мкМ, 3 мкМ, 4 мкМ, 5 мкМ, 6 мкМ. (T = 298 K, pH = 7,40, λex = 280 

nm). 
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Рис. 6.2. Спектрів флуоресценції ЛСА за наявності тетраалкільного 

естеру 5.3 тіакалікс[4]аренфосфонової кислоти. ЛСА = 2 мкМ; Концентрація 

сполуки дорівнювала 0, 1 мкМ, 2 мкМ, 3 мкМ, 4 мкМ, 5 мкМ, 6 мкМ. (T = 

298 K, pH = 7,40, λex = 280 nm). 

 

Виділяють два основні механізми, що пояснюють процеси гасіння 

флуоресценції [135]. Якщо гасіння відбувається за рахунок зіткнень 

флуорофора у збудженому стані з іншими молекулами чи атомами речовин, 

що знаходяться в розчині, то такий механізм називають динамічним. Якщо ж 

відбувається утворення комплексу між флуорофором та доданою сполукою, 

то такий механізм має назву статичного. 

Щоб з’ясувати механізм, за яким відбувається гасіння флуоресценції, 

нами були проведені додаткові досліди для встановлення впливу 

температури на цей процес. Як відомо при зростанні температури коефіцієнт 

дифузії зростає, тобто молекули в розчині рухаючись швидше мають частіше 

стикатися між собою, якщо при цьому гасіння флуоресценції збільшується, 
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то переважає динамічний тип гасіння. В той же час, у разі утворення 

комплексу флуорофор-ліганд зростання температури буде зменшувати його 

стабільність, в результаті чого інтенсивність флуоресценції збільшиться. 

Для аналізу процесів гасіння флуоресценції нами було використано 

рівняння Штерна-Фольмера [135]: 

 

F0 / F = 1 + kqτ0 [Q] = 1 + KSV[Q] 

 

де F0 і F- інтенсивність флуоресценції за відсутності та наявності 

гасителя, відповідно; kq - бімолекулярна константа гасіння; τ0- час життя 

флуорофора у збудженому стані, що для біополімерів становить приблизно 

10
-8

 с [136]; KSV - константа гасіння (Штерна-Фольмера); [Q] - концентрація 

гасителя. 

З графічної залежності впливу температури на інтенсивність гасіння 

флуоресценції (рис. 6.2) було розраховано значення константи KSV.  

 

Табл. 6.1. Значення константи Штерна-Фольмера при зв’язуванні 

сполук 5.2 та 5.3 з ЛСА 

 

Сполука T (K) Ksv(
x
10

5 
л мол

-1
) R

2
 

 298 0,62 0,992 

5.2 308 0,56 0,989 

 318 0,52 0,967 

 298 0,75 0,992 

5.3 308 0,72 0,998 

 318 0,59 0,967 
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З таблиці 6.1 видно, що константа Штерна-Фольмера зі збільшенням 

температури зменшується, що вказує на те, що гасіння флуоресценції 

відбувається переважно за рахунок утворення комплексу між білком і 

лігандом. Крім того, розраховане значення бімолекулярної константи гасіння 

флуоресценції kq (10
13 

М
-1

с
-1

) значно перевищує максимальне значення цієї 

константи для динамічного гасіння (10
10

 М
-1

с
-1

), що підтверджує статичний 

тип механізму процесу гасіння. 

 

 

Рис. 6.2. Графік Штерна-Фольмера гасіння флуоресценції ЛСА 

похідними тіакалікс[4]арену (5.2) (a) та (5.3) (б) при температурі (●) 298 К, 

(□) 308 К та (∆) 318 К. 
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Крім того, отримані спектри поглинання альбуміну в розчині без 

макроциклів та після їх додавання також підтверджують можливість 

утворення комплексу між білком та лігандом (рис. 6.3). 

 

 

 

 

 

Рис. 6.3. Електронні cпектри ЛСА за наявності похідних 

тіакалікс[4]арену 5.2 (а) та 5.3 (б). 
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Для визначення можливої кількості центрів зв’язування лігандів на 

поверхні альбуміну, а також констант зв’язування, що спостерігається, нами 

було використано наступне рівняння: 

 

log (F0-F/F) = logKb + nlog[Q] 

 

де F0 та F - інтенсивність флуоресценції за відсутності та наявності 

ліганда, Kb - константа зв’язування та n - кількість центрів зв’язування. 

Відповідно до рівняння, вплив температури на процес гасіння 

флуоресценції було проаналізовано за допомогою графіка залежності log (F0-

F/F) від log[Q], що має пряму лінію, кут нахилу якої дорівнює кількості 

центрів зв’язування, а точка перетину з віссю ординат вказує на значення 

константи зв’язування (Kb) (рис. 6.4). Отримані результати представлено в 

таблиці 6.2. 

 

Табл. 6.2. Значення константи зв’язування Kb та кількість молекул 

ліганда, що зв’язуються однією молекулою ЛСА 

 

Сполука Kb 10
5 
(л мол

-1
) n R

2
 

 0,056 0,79 0,991 

5.2 0,076 0,82 0,994 

 1,33 1,1 0,981 

 0,83 1,0 0,998 

5.3 0,39 0,95 0,998 

 0,008 0,64 0,972 

 

У випадку з тіакалікс[4]аренфосфоновою кислотою 5.2 Kb та n 

зростають при збільшенні температури, а значення n приблизно дорівнює 1, 

що вказує на наявність щонайменше одного високоспецифічного центру 
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зв’язування на поверхні ЛСА для сполуки 5.2. У разі тетраалкільного естеру 

(сполука 5.3) спостерігається зниження Kb та n зі зростанням температури, 

що свідчить про зменшення стабільності комплексу. 

 

 

 

 

 

Рис.6.4. Графік залежностей log(F0-F/F) від log[Q] взаємодії ЛСА зі 

сполуками 5.2 (а) і 5.3 (б). 
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Отже, результати цих досліджень свідчать про, що сполуки 5.2 та 5.3 

здатні утворювати комплекси з ЛСА, але механізм їх взаємодії відрізняється, 

що може пояснюватись різною природою зв’язків, які беруть участь в 

утримані лігандів на поверхні білка. Тому нами були проведені наступні 

додаткові дослідження.  

 

6.2. Аналіз термодинамічних параметрів комплексоутворення 

тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти та її 

тетраалкільного естеру з людським сироватковим альбуміном 

 

Виділяють чотири основні типи взаємодій, що можуть відігравати 

важливу роль у зв’язуванні ліганду з білком. Це водневі зв’язки, Ван-дер-

Ваальсові сили, електростатичні та гідрофобні взаємодії [137]. Для 

встановлення можливих механізмів закріплення інгібіторів на поверхні 

альбуміну нами було проведено аналіз термодинамічних параметрів - 

розрахованих значень зміни ентальпії (∆H) і ентропії (∆S). В літературних 

джерелах описано, як співвідносяться величина та значення 

термодинамічних параметрів та тип зв’язку, що відіграє головну роль в 

асоціації ліганда з білком [138]. Встановлено, що у випадку коли ∆H > 0 і ∆S 

> 0 головна роль у зв’язуванні належить гідрофобним взаємодіям, а коли ∆H і 

∆S < 0 перевагу мають водневі зв’язкам та сили Ван-дер-Ваальса.  

Для визначення термодинамічних активаційних параметрів дані про 

гасіння флуоресценції, отримані при різній температурі, було проаналізовано 

за допомогою рівняння Вант-Гоффа: 

 

lnKb = -∆H/RT + ∆S/R 

 

де Kb - константа зв’язування при температурі Т, а R - газова стала. 

Зміну вільної енергії зв’язування було обраховано за допомогою наступного 

рівняння: 
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∆G = ∆H - T∆S 

 

За допомого лінійних графіків Ареніуса (рис. 6.5 та рис. 6.6) було 

отримано значення ентальпії, ентропії та вільної енергії зв’язування, що 

подані в таблиці 6.3. 

На основі відомих підходів та отриманих даних зміни вільної енергії 

(∆G) можна зробити висновок, що процес зв’язування фосфонатних похідних 

тіакалікс[4]арену є спонтанним. Згідно розрахованих значень, у випадку 

сполуки 5.2 головну роль у взаємодії з ЛСА відіграють гідрофобні зв’язки, 

що випливає із позитивних величин (∆H) та (∆S). При зв’язуванні 

тетраалкільного естеру 5.3 головна роль належить водневим зв’язкам та 

силам Ван-дер-Ваальса. 

 

 

 

Рис. 6.5. Залежність логарифму константи зв’язування сполуки 5.2 

людським сироватковим альбуміном від температури в координатах 

Ареніуса. 
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Рис. 6.6. Залежність логарифму константи зв’язування сполуки 5.3 

людським сироватковим альбуміном від температури в координатах 

Ареніуса. 

 

Табл. 6.3. Термодинамічні параметри зв’язування тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфонової кислоти (5.2), а також її тетраалкільного естеру 

(5.3) з ЛСА. 

 

Сполука T(K) ∆H (кДж мол
-1

) ∆G (кДж мол
-1

) ∆S (Дж мол
-1

K
-1

) 

 298 123.4 -20.3 482.2 

5.2 308  -25.2  

 318  -30  

 298 -179.5 -29.4 -503.8 

5.3 308  -24.3  

 318  -19.3  
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Таким чином, отримані результати вказують на те, що тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфонова кислота (5.2), а також її тетраалкільний естер (5.3) 

можуть зв’язуватись людським сироватковим альбуміном. З таблиці 6.2 

видно, що константа зв’язування для тетраалкільного естеру 5.3 є кращою, 

тобто введення в структуру інгібітора менш полярних груп може 

покращувати його біодоступність. Ці результати разом з отриманими нами 

даними щодо інгібувальної здатності тетракіс-моноестеру 5.3 відносно 

РТР1В свідчать про перспективність дизайну і подальших досліджень 

моноестерних фосфонатних сполук як потенційних інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз. 
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ЗАКЛЮЧНА ЧАСТИНА 

 
 

Конструювання інгібіторів ензимів, в тому числі фосфатаз, на 

молекулярній платформі калікс[4]аренів відкрило напрям, що викликає 

інтерес, успішно розвивається і, очевидно, має перспективи щодо результатів 

подальших досліджень [139, 140]. Відомо, що каліксарени є важливими 

макроциклічними сполуками, які інтенсивно досліджуються в хімічній, 

біологічній, фізико-хімічній та медичних галузях науки. Перші роботи, які 

стосувалися властивостей калікс[4]аренметиленбісфосфонових кислот, 

зокрема, інгібувальної здатності стосовно лужних фосфатаз, були виконаних 

у відділі механізмів біоорганічних реакцій ІБОНХ НАН України [101]. 

Десять років по тому ця дисертаційна робота розширює ці підходи.  

Цинк- і магній-залежні лужні фосфатази каталізують перенесення 

фосфорильного залишку в реакціях гідролізу і трансфосфорилювання 

моноалкілфосфатів [141,142], причому три з чотирьох людських ізоферментів 

лужних фосфатаз є тканинно специфічними. Особливістю тканинно-

специфічних лужних фосфатаз є те, що вони можуть включатися в регуляцію 

активності білків. Наприклад, ізофермент ензиму з плаценти (PLAP) 

каталізує гідроліз фосфорильованих білків і задіяний в транспорті 

материнського IgG і регуляції росту людських ембріонів [143]. Вплив 

калікс[4]аренметиленбісфосфонових кислот на ці ензими був різним, і досить 

низьким саме на лужну фосфатазу з плаценти. Однак дослідження 

макроциклічних інгібіторів лужних фосфатаз, і, зокрема, лужної фосфатази з 

плаценти, не давало вичерпної відповіді на питання, чи можуть 

функціоналізовані макроциклічні інгібітори на молекулярній платформі 

каліксаренів регулювати стан фосфорильованості білків. Зрозуміло, що 

велика група ензимів, які належать до класу протеїнфосфатаз, є одними з 

ключових гравців на фронті, що пролягає поміж протеїнкіназами і 

відповідними фосфатазами. Саме тому дана дисертаційна робота була 
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спрямована на вивчення найбільш репрезентативних, на думку автора цієї 

роботи, групи ензимів, які представлені окремими представниками людських 

цитозольних і меншою мірою рецепторних протеїнтирозинфосфатаз, таких 

як РТР1В, ТС-РТР, CD45, SHP2, MEG1, MEG2, РТРβ. В цій дисертаційній 

роботі вперше було вивчено інгібування протеїнтирозинфосфатаз людини 

похідними фосфонових кислот, ковалентно закріплених на молекулярній 

платформі калікс[4]арену або тіакалікс[4]арену, та знайдено нові ефективні 

інгібітори протеїнтирозинфосфатази 1В. 

Структурна різноманітність інгібіторів, що вивчалися, обмежувалася 

можливостями синтезу каліксаренфосфонатів. Тим не менше, ми намагалися 

дотримати певної схеми, яка стосувалася переходу від одних структур до 

інших, зокрема, від калікс[4]аренметиленбісфосфонових кислот, що вже 

згадувались як інгібітори лужних фосфатаз і бактеріальної протеїнтирозин-

фосфатази з Єрсинії [79], до калікс[4]арен-α-гідроксиметилфосфонових та 

калікс[4]арен-α-кетофосфонових кислот. Поряд з цим, нами були використані 

моно- та біс-заміщені калікс[4]аренові структури (це стосувалося метилен- 

бісфосфонатних, α-гідроксиметилфосфонатних і α-кетофосфонатних 

похідних). Надалі вплив молекулярної платформи, що був досить 

очікуваним, спонукав нас перейти до тетракіс-заміщених фосфонатних 

похідних тіакаліксаренів. І нарешті, на закінчення роботи дещо зміщені 

акценти були спричинені класичним питанням щодо біологічного транспорту 

фосфонатів. Незважаючи на виробництво і дуже поширене застосування 

похідних метиленбісфонатів як лікарських засобів, це питання виникає 

завжди, коли йдеться про перспективи можливого застосування, і останнім 

часом його вивченню приділяється все більша увага. Тому об’єктом 

дослідження було також комплексоутворення тіакалікс[4]аренфосфонових 

кислот з людським сироватковим альбуміном, що може характеризувати 

біодоступність подібних структур.  

В результаті виконання дисертаційної роботи було обґрунтовано 

доцільність пошуку і конструювання інгібіторів людських РТРаз, передусім 
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серед монозаміщених калікс[4]аренметиленбісфосфонових, калікс[4]арен-α-

гідроксиметилфосфонових та калікс[4]арен-α-кетофосфонових кислот. Було 

зрозуміло, що ефективність інгібування забезпечується синергічними 

ефектами біоізостерних фосфонатних замісників і макроциклічної 

платформи. Біс-заміщені похідні не показали суттєвих переваг у порівнянні з 

монозаміщеними калікс[4]аренфосфоновими кислотами, крім того, вони 

несуть більший негативний заряд моноаніонного фосфонатного фрагменту, 

що може утруднювати їх біологічний транспорт.  

Говорячи про властивості інших макроциклічних інгібіторів людських 

протеїнтирозинфосфатаз,  а саме похідних тетракісметилфосфонової кислоти,  

ми порівняли інгібувальний вплив макроциклічної платформи калікс[4]арену 

і тіакалікс[4]арену. Відмінність полягала в тому, що тіакалікс[4]арен вміщує 

в своїй  структурі чотири атоми сірки замість чотирьох метиленових груп 

тіакалікс[4]арену. Очевидно, в результаті введення атомів сірки в структуру 

макроциклу відбувається збільшення його розміру і сприяння гідрофобним та 

іншим контактам в центрах зв’язування субстрату. В разі тіакалікс[4]арену 

вирішальним також може бути послаблення внутрішньомолекулярних 

водневих зв’язків, утворених гідроксильними групами на нижньому вінці, і 

внаслідок цього макроциклічний скафолд набуває більшої рухливості, що 

сприяє конформаційним змінам і тіснішій фіксації інгібітора на поверхні  

ензиму. Як наслідок, інгібувальна активність калікс[4]арен- та тіакалікс[4]-

арен-тетракіс-метилфосфонових кислот 5.1 і 5.2 зростала приблизно на 

порядок, однак, цей вплив не був селективним щодо ТС-РТР – одного з 

найспорідненіших до РТР1В ензимів (розділ 5). 

Селективність інгібування РТР1В є важливою через можливі побічні 

ефекти біоактивної сполуки. Для порівняння інгібувальної здатності нами 

було обрано ряд протеїнтирозинфосфатаз, а саме ТС-РТР, SHP2, CD45, 

MEG1, MEG2 і РТРβ, проте він зовсім не був вичерпним через наявність 

великої кількості людських ензимів цього класу. При цьому слід зазначити, 

що згадані вище РТРази використовуються багатьма дослідниками при 
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вивченні інгібіторів РТР1В і як правило при обговоренні селективності дії 

інгібіторів (в публікаціях біоорганічного профілю) перелік цих ензимів 

досить обмежений [60]. Розглядаючи питання щодо селективності дії 

фосфонатних інгібіторів РТР1В на макроциклічній платформі 

калікс[4]аренів, ми відзначали залежність селективності інгібування цього 

ензиму від природи  фосфонатного замісника, закріпленого на верхньому 

вінці макроциклічного скафолду. У випадку використання як інгібіторів 

РТР1В моно- чи біс-заміщених калікс[4]аренметиленбісфосфонових, 

калікс[4]арен-α-гідроксиметилфосфонових та калікс[4]арен-α-кетофосфоно-

вих кислот така залежність не була досить суттєвою, і значення IC50 при 

інгібуванні РТР1В у порівнянні з інгібуванням ТСРТР, SHP2, CD45 

щонайбільше змінювались приблизно п’ятикратно (при концентраціях 

субстрату, що дорівнювали значенню константи Міхаеліса; цей дещо 

спрощений підхід з порівнянням IC50 був обумовлений високою вартістю 

досліджень). Тому, аналізуючи отримані результати, ми визначились з новим 

підходом щодо структури біоізостерного фрагменту, закріпленого на 

макроциклі. На відміну від пошуку потенційно біоактивних сполук серед 

похідних фосфонових кислот, що, як відомо, при оптимальних для РТРаз 

значеннях рН існують у моноаніонній формі, наша ідея полягала у 

можливості інгібувальної активності тіакалікс[4]аренів з ковалентно 

закріпленими залишками відповідних тетраалкільних естерів, що генерують 

моноаніонну форму, проте мають моноестерні фосфонатні фрагменти. 

Можна було також сподіватися, що такі моноестерні похідні матимуть 

переваги у біодоступності у порівнянні з кислотами, а також виявлятимуть 

кращу селективність інгібування з урахуванням відмінностей в природі 

субстратів та ролі позитивно заряджених залишків амінокислот на поверхні 

ензимів при утворенні відповідних комплексів. Аби досягти значимих 

ефектів, як молекулярну платформу було використано тіакалікс[4]арен. 

Результати випробувань in vitro моноестерних похідних тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфонових кислот 5.3 та 5.4 як інгібіторів РТР1В показали, 
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що заміна фрагментів фосфонової кислоти макроциклічного інгібітора 

тетракіс-моноестерними залишками приводить до збільшення селективності 

інгібування РТР1В відносно інших цитозольних РТРаз. При цьому тетракіс-

моноестерні фосфонатні похідні тіакалікс[4]арену пригнічують активність 

РТР1В з низькомікромолярними значеннями констант інгібування та 

більшою селективністю у порівнянні з деякими цитозольними РТРазами.  

Ці результати можна проілюструвати наступними діаграмами. При 

інгібуванні РТР1В калікс[4]аренметиленбісфосфонатною похідною (3.1)  у 

порівнянні з ТС-РТР інгібувальна здатність сполуки є більшою приблизно в 8 

разів, при використанні як інгібітора калікс[4]арен-α-гідроксиметиленбіс-

фосфонатної похідної (3.3) – в 14 разів, калікс[4]арен-α-гідроксиметилфос-

фонатної похідної (4.1) – в 7 разів, калікс[4]арен-α-кетофосфонатної похідної 

(4.3) – у 8 разів. При переході до тетраалкільного естеру тіакалікс[4]арен-

тетракіс-метилфосфонової кислоти (5.3) селективність інгібування РТР1В 

зросла в 15  разів (рис. 7.1). 

У разі SHP2 інгібувальна здатність калікс[4]аренметиленбіс-

фосфонової кислоти (3.1) була  меншою приблизно в 1,5 рази, калікс[4]арен-

α-гідроксиметиленбісфосфонової кислоти (3.3) – у 2 рази, калікс[4]арен-α-

гідроксиметилфосфонової кислоти (4.1) – в 11 разів, калікс[4]арен-α-

кетофосфонової кислоти (4.3) – в 17 разів. При переході до тетраалкільного 

естеру тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти (5.3) селектив-

ність зростала приблизно на порядок. 

Такі ж порівняння активності інгібіторів щодо РТР1В та  СD45 у 

випадку тетракіс-моноестерної похідної тіакалікс[4]арен-тетракіс-

метилфосфонової кислоти забезпечують зростання селективності тільки в 4 

рази, що є більшим від показників для інших інгібіторів, проте меншим у 

порівнянні з біс-метиленбісфосфонатною похідною 3.2. Цей біс-заміщений 

на верхньому вінці калікс[4]арен інгібує РТР1В в 9 разів ефективніше, ніж 

СD45 (розділ 3). 
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Рис. 7.1. Порівняння інгібувальної здатності (ІС50, мкМ) калікс[4]арен-

метиленбісфосфонової кислоти (3.1), калікс[4]арен-α-гідроксиметиленбіс-

фосфонової кислоти (3.3), калікс[4]арен-α-гідроксиметилфосфонової кислоти 

(4.1), калікс[4]арен-α-кетофосфонової кислоти (4.3) та тетракіс-моноестерної 

похідної тіакалікс[4]арен-тетракіс-метилфосфонової кислоти (5.3) відносно 

РТР1В (перша колонка), ТС-РТР (друга колонка), SHP2 (третя колонка) і 

CD45 (остання колонка). 

 

Природа макроциклічного скафолду та біоізостерних замісників 

вносить певні корективи щодо механізмів інгібування РТР1В як похідними 

калікс[4]арену, так і   тіакалікс[4]арену. Нами було встановлено, що перебіг 

ензиматичної реакції за наявності фосфонатного інгібітора на платформі 

калікс[4]арену або тіакалікс[4]арену характеризується його уповільненим 

облаштуванням в активному центрі РТР1В. Повільне утворення комплексу 

між об’ємним за структурою інгібітором та ензимом характерне для 

протеїнтирозинфосфатаз [144-146], і кінетичні параметри таких процесів 

можуть бути суттєвими для оцінки залежності між структурою інгібіторів та 
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їх впливом. Дані кінетичних досліджень і відповідних розрахунків 

узгоджуються з одностадійним процесом утворення ензим-інгібіторного 

комплексу при використанні метиленбісфосфонатних похідних калікс[4]-

арену, а також метилфосфонатних похідних тіакалікс[4]арену. У разі α-кето-

фосфонатних похідних калікс[4]арену процес інгібування двома стадіями 

повільного зв’язування макроциклічного інгібітора. Очевидно, останні 

спостереження дозволяють говорити про співвідношення кінетичних 

параметрів при встановленні рівноваги на принаймні двох стадіях 

облаштування об’ємної молекули інгібітора на поверхні ензиму. Для 

метиленбісфосфонатних похідних калікс[4]арену, а також метилфосфонатних 

похідних тіакалікс[4]арену загальна швидкість встановлення рівноваги 

лімітується утворенням попереднього комплексу інгібітора з ензимом. Надалі 

конформаційні зміни і остаточне розташування макроциклу відбувається 

швидко. У разі α-кетофосфонатних похідних калікс[4]арену утворення 

попереднього комплексу відбувається швидше, ніж його остаточна фіксація. 

Можна припустити, що відмінності в механізмах повільного облаштування 

макроциклічних інгібіторів обумовлені структурними особливостями як 

біоізостерних груп, так і макроциклічного скафолду. 

Результати кінетичних досліджень інгібування РТР1В вказують на те, 

що механізми інгібування РТР1В похідними калікс[4]арен- і 

тіакалікс[4]аренфосфонових кислот включають закріплення інгібітора в 

області активного центру ензиму з закритою WPD-петлею, запобігаючи 

приєднанню модельного субстрату. У відповідності з розрахунками, 

виконаними методом молекулярного докінгу, незалежно від структури в ряду 

від метиленбісфосфонатного до α-гідроксиметиленбісфосфонатного, α-гідр-

оксиметилфосфонатного, α-кетофосфонатного і моноалкілфосфонатного, 

біоізостерний фосфонатний фрагмент наближений до важливого в каталізі 

залишку Cys215. Значна стабільність комплексів забезпечується утворенням 

водневих та гідрофобних зв’язків між інгібітором та ензимом. Характерною 

ознакою комплексоутворення є участь в ньому позитивно заряджених 
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амінокислотних залишків, таких як Arg24, Arg47, Arg221, Lys120 та Lys116.  

При цьому конформація РТР1В з відкритою WPD-петлею є менш 

сприятливою для комплексоутворення з макроциклічним інгібітором. 

Відомо, що наявність гідрофобної платформи калікс[4]арену може 

забезпечити транспорт ряду похідних каліксарену через біологічні мембрани 

[124]. Однак, загальна тенденція щодо конструювання інгібіторів РТРаз 

полягає у пошуку і вивченні структур, що вміщують обмежену кількість 

іоногенних замісників, або ж уникненні їх взагалі [58]. Тому потенційними 

інгібіторами, що нами запропоновані, були моноестерні похідні 

тіакаліксарен-тетракіс-фосфонової кислоти, як сполуки менш полярні. У 

цьому зв’язку доречним було і питання щодо комплексоутворення похідних 

каліксарену з альбуміном [145]. Як результат, в дисертаційній роботі вперше 

було продемонстровано здатність моноестерних похідних тіакаліксарен-

тетракіс-фосфонової кислоти утворювати стабільні комплекси з людським 

сироватковим альбуміном. Отримані дані свідчать про наявність 

щонайменше одного центру на поверхні білка для зв’язування 

фосфорильованого макроциклу. Аналіз зміни ентальпії, ентропії та вільної 

енергії зв’язування свідчить про те, що утворення комплексу ліганд-білок є 

спонтанним процесом, що забезпечується переважно або гідрофобними 

взаємодіями, або за рахунок водневих зв’язків та Ван-дер-Ваальсових сил. 

Таким чином, зважаючи на значний інтерес до пошуку інгібіторів 

протеїнтирозинфосфатаз людини, результати дисертаційної роботи, що 

представлені нашими публікаціями [144-149], можуть бути важливими для 

біоорганічної хімії. Отримані дані можуть бути використані в подальшому 

для пошуку потенційних інгібіторів протеїнтирозинфосфатаз, спрямованого 

на створення нових ліків від багатьох хвороб, включаючи діабет 2 типу, рак 

та ожиріння. 
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Висновки 

 

В дисертаційній роботі вперше вивчено інгібування протеїнтирозин-

фосфатаз людини похідними фосфонових кислот, ковалентно закріпленими 

на молекулярній платформі калікс[4]арену або тіакалікс[4]арену. В 

результаті експериментальних досліджень in vitro та молекулярного докінгу 

знайдено нові ефективні і селективні інгібітори протеїнтирозинфосфатази 1В 

і встановлено особливості зв’язування тіакалікс[4]аренфосфонатів 

сироватковим альбуміном людини. 

1. Обґрунтовано доцільність пошуку і конструювання інгібіторів 

людських РТРаз серед моно- та біс-заміщених калікс[4]аренметилен-

бісфосфонових, калікс[4]арен-α-гідроксиметилфосфонових та калікс[4]арен-

α-кетофосфонових кислот. Ефективність інгібування забезпечується 

синергічними ефектами біоізостерних фосфонатних замісників і 

макроциклічної платформи. Біс-заміщені похідні не мають переваг у 

порівнянні з моно-заміщеними калікс[4]аренфосфоновими кислотами. 

Селективність інгібування РТР1В у порівнянні з ТС-РТР, CD45, SHP2, 

MEG1, MEG2 залежить від природи  фосфонатного замісника.  

2. Заміна фрагментів фосфонової кислоти макроциклічного інгібітора 

тетракіс-моноестерними залишками приводить до збільшення селективності 

інгібування РТР1В відносно інших цитозольних РТРаз. Встановлено, що 

тетракіс-моноестерні фосфонатні похідні тіакалікс[4]арену пригнічують 

активність РТР1В з низькомікромолярними значеннями констант інгібування 

та селективністю у порівнянні з цитозольними РТРазами. 

3. Механізм інгібування РТРаз похідними калікс[4]арен- і 

тіакалікс[4]аренфосфонових кислот включає закріплення інгібітора в області 

активного центру з закритою WPD-петлею, запобігаючи приєднанню 

субстрату. Комп’ютерні розрахунки ензим-інгібіторних комплексів вказують 

на можливість утворення водневих та гідрофобних зв’язків між інгібітором 

та ензимом. 
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4. Перебіг ензиматичної реакції за наявності фосфонатного інгібітора 

на платформі калікс[4]арену або тіакалікс[4]арену  характеризується його 

уповільненим облаштуванням в активному центрі РТР1В. Кінетичні дані 

узгоджуються з одностадійним процесом утворення ензим-інгібіторного 

комплексу при використанні метиленбісфосфонатних похідних 

калікс[4]арену, а також метилфосфонатних похідних тіакалікс[4]арену. У разі 

α-гідроксиметил- та α-кетофосфонатних похідних калікс[4]арену процес 

інгібування може включати дві стадії повільного зв’язування 

макроциклічного інгібітора. 

5. Продемонстровано здатність фосфонатних похідних 

тіакалікс[4]арену утворювати комплекси з людським сироватковим 

альбуміном. Результати свідчать про наявність щонайменше одного центру 

на поверхні білка для зв’язування фосфорильованого макроциклу. Аналіз 

зміни ентальпії, ентропії та вільної енергії зв’язування свідчить про те, що 

утворення комплексу ліганд-білок є спонтанним процесом, що 

забезпечується переважно або гідрофобними взаємодіями, або за рахунок 

водневих зв’язків та Ван-дер-Ваальсових сил. 
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