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Iнгiбування протеїнтирозинфосфатаз фосфоновими
кислотами на платформi калiкс[4]арену й

тiакалiкс[4]арену

Вперше показано, що калiкс[4]арен- й тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфоновi кис-
лоти iнгiбують людську протеїнтирозинфосфатазу 1В з IC50 у низькомiкромолярному
дiапазонi значень. Фосфорильований тiакалiкс[4]арен демонстрував сильнiший ефект на
фермент, нiж його калiкс[4]ареновий аналог. Обидва макроциклiчнi iнгiбiтори були се-
лективними у порiвняннi з РТР-LAR, однак не виявляли селективностi або були мало
селективними у порiвняннi з РТР-β i Т-клiтинною протеїнтирозинфосфатазою. Отри-
манi результати вказують на перспективнiсть фосфонатних похiдних калiкс[4]арену
для пошуку нових iнгiбiторiв РТР 1В.

Фосфорилювання i дефосфорилювання тирозинових залишкiв бiлкiв є ключовою стадiєю
сигнальних процесiв, якi регулюють рiст, пролiферацiю, диференцiацiю, метаболiзм та мiг-
рацiю клiтин живих органiзмiв. Порушення балансу мiж фосфорильованими i дефосфори-
льованими бiлками супроводжується виникненням багатьох захворювань. Тому протеїнти-
розинфосфатази, так само як i протеїнтирозинкiнази, можуть розглядатися як потенцiйнi
фармакологiчнi мiшенi [1]. Серед ряду протеїнтирозинфосфатаз (in vivo є селективними що-
до субстратних бiлкiв) особливу увагу привертає протеїнтирозинфосфатаза 1В (РТР 1В),
що каталiзує дефосфорилювання бiлкових рецепторiв iнсулiну i є негативним регулятором
iнсулiнової сигналiзацiї, а також контролює лептинзалежнi процеси [2].

На сьогоднi вiдзначається зростаючий iнтерес до синтезу та подальших дослiджень по-
тенцiйних iнгiбiторiв РТР 1В як можливих лiкiв нового поколiння вiд дiабету 2-го типу
та ожирiння [3]. Ряд синтетичних похiдних карбонових, фосфонових i сульфонових кис-
лот, гетероциклiчних та iнших сполук було синтезовано, а також встановлено їх iнгiбуючi
властивостi щодо PTP 1B [1, 4–6]. Хоч це й привело до надзвичайно потужних iнгiбiторiв,
проте у впровадженнi вони не вийшли за межi доклiнiчної стадiї [1, 6]. Причини, якi поки
що стримують використання iнгiбiторiв РТР 1В як лiкарських засобiв, пов’язанi з таким:
по-перше, сполуки, якi ефективно пригнiчують РТР 1В, як правило, мiстять негативно заря-
дженi функцiональнi групи. Ця властивiсть часто обмежує проникнiсть iнгiбiторiв РТР 1В
через бiологiчнi мембрани i вимагає подальших змiн у їх структурi для покращення потрап-
ляння в клiтину [7]. По-друге, вплив бiльшостi iнгiбiторiв РТР 1В не є специфiчним, особ-
ливо щодо Т-клiтинної протеїнтирозинфосфатази (ТС-РТР), блокування якої асоцiюється
з людськими запальними хворобами [8].

Ранiше нами було запропоновано новий пiдхiд до дизайну iнгiбiторiв фосфатаз, що вклю-
чав ковалентне закрiплення бiоiзостерних залишкiв фосфонових кислот на молекулярнiй
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платформi калiксаренiв [9, 10]. Припускається, що подiбнi макроциклiчнi сполуки здатнi
проникати через бiологiчнi мембрани [11]. Подальшi результати наших дослiджень пока-
зали, що фосфорильованi калiкс[4]арени можуть бути потужними iнгiбiторами протеїнти-
розинфосфатази з Єрсинiї (Yор51∗) та РТР-β з IC50 у низькомiкромолярному дiапазонi
значень. Серед них найактивнiшi: тiакалiкс[4]арен-тетракiс- i калiкс[4]арен-тетракiс-метил-
фосфоновi кислоти [12]. Але до цього часу цi сполуки не були дослiдженi як iнгiбiтори
протеїнтирозинфосфатази 1В.

Метою нашої роботи було вивчення впливу in vitro калiкс[4]арен-тетракiс- i тiака-
лiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонових кислот 1 й 2 на активнiсть людської РТР 1В. Для
порiвняння можливих механiзмiв зв’язування iнгiбiторiв в активному центрi РТР 1В було
застосовано метод молекулярного докiнгу. Оскiльки РТР 1В характеризується високою го-
мологiчнiстю з сiмейством РТРаз, необхiдно було оцiнити селективнiсть iнгiбуючого впливу
фосфорильованих макроциклiв 1 й 2 на активнiсть РТР 1В у порiвняннi з iншими протеїн-
тирозинфосфатазами:

Матерiали та методи дослiджень. Калiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонова кисло-
та 1 i тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонова кислота 2 були синтезованi у вiдповiдностi
з ранiше розробленим методом [13]. Ферментнi препарати i реактиви придбано у фiрмi “Sig-
ma”. У роботi використовували препарати рекомбiнантної РТР 1В, якi були прототипами
нетрансмембранних бiлкiв з масою 37,4 й 76 кДа, що отриманi шляхом експресiї в E. coli

(1-332 й 1-436 амiнокислотнi залишки людської РТР 1В вiдповiдно). Пiдготовлений до ро-
боти розчин РТР 1В зберiгався при −70 ◦C у середовищi з 10 ммоль/л бiс-трис-буфера
(pH 7,2), 2 ммоль/л DTT, 100 ммоль/л NaCl, 2 ммоль/л EDTA. Для визначення iнгiбую-
чої здатностi сполук 1 й 2 вiдносно РТР 1В використовували фосфорильований пептид-
ний субстрат, TRDIpYETDYYRK (pTyr1146) або штучний субстрат — п-нiтрофенiлфос-
фат. При використаннi pTyr1146 як субстрату (0,075 ммоль/л) реакцiйна сумiш мiстила
0,05 моль/л бiс-трис-буфер (pH 7,2), 100 ммоль/л NaCI, 1,0 ммоль/л EДТА, 1,0 ммоль/л
DTT та 40 нмоль/л РТР 1В (37,4 кДа). Загальний об’єм реакцiйної сумiшi дорiвнював
0,2 мл. Активнiсть ферменту розраховували за кiлькiстю неорганiчного фосфату, визна-
ченого колориметричним методом з використанням спецiальної тестової системи. Кожну
пробу витримували 20 хв при 37 ◦С, потiм додавали малахiтовий зелений та витримува-
ли ще 10 хв. Об’єм розчину доводили до 0,5 мл i вимiрювали оптичну густину при 620 нм.
При використаннi п-нiтрофенiлфосфату як субстрату (2 ммоль/л) реакцiйна сумiш мiстила
0,05 моль/л бiс-трис-буфер (pH 7,2), 100 ммоль/л NaCI, 2,0 ммоль/л EДТА, 3,0 ммоль/л
DTT та 6 нмоль/л РТР 1В (76 кДа). Загальний об’єм реакцiйної сумiшi дорiвнював 0,5 мл.
Кожну пробу витримували 10 хв при 30 ◦С. Реакцiю розпочинали додаванням ферменту.
В обох випадках iнгiбiтор був попередньо розчинений в системi вода — диметилсульфоксид,
об’ємний вмiст якого в реакцiйнiй сумiшi становив 1%.
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Для з’ясування селективностi iнгiбування РТР 1В використовували iншi протеїнтиро-
зинфосфатази — ТС-РТР, РТР-β, LAR-РТР, а також лужну фосфатазу з плаценти людини.
При дослiдженнi iнгiбування ТС-РТР реакцiйна сумiш мiстила 0,05 моль/л бiс-трис-бу-
фер (pH 7,0), 100 ммоль/л NaCI, 1,0 ммоль/л EDTA, 1,0 ммоль/л DTT, 0,8% DMSO та
1,0 ммоль/л п-нiтрофенiлфосфат як субстрат. При дослiдженнi iнгiбування РТР-β реак-
цiйна сумiш мiстила 0,05 моль/л бiс-трис-буфер (pH 7,2), 100 ммоль/л NaCI, 2,0 ммоль/л
DETA, 3,0 ммоль/л DTT, 1% DMSO та 2,0 ммоль/л п-нiтрофенiлфосфат як штучний субст-
рат. Вплив iнгiбiтора на активнiсть LAR-РТР дослiджували в 0,05 моль/л бiс-трис-буферi
(pH 7,2) у присутностi 100 ммоль/л NaCI, 1,0 ммоль/л EDTA, 1,0 ммоль/л DTT, 0,8%
DMSO та 2,0 ммоль/л п-нiтрофенiлфосфату як субстрату. Реакцiя проходила при 30 ◦C.
При дослiдженнi iнгiбування лужної фосфатази з плаценти людини (25 ◦C) реакцiйна сумiш
мiстила 0,1 моль/л трис-НСI-буфер (pH 9,0), 0,25% DMSO та 0,75 ммоль/л п-нiтрофенiл-
фосфат. Утворення п-нiтрофенолу внаслiдок ферментативного гiдролiзу субстрату вимiрю-
вали за зростанням оптичної густини реакцiйної сумiшi при 410 нм (молярний коефiцiєнт
абсорбцiї п-нiтрофенолу 18 300 моль/л−1

· cм−1).
Результати та їх обговорення. Нами вперше як iнгiбiтори РТР 1В було вивчено

фосфорильованi похiднi калiкс[4]арену й тiакалiкс[4]арену, що мiстять на верхньому ободi
макроциклу чотири залишки метилфосфонової кислоти (сполуки 1 i 2 вiдповiдно). При
дослiдженнi РТР 1В in vitro використовували пептидний субстрат (pTyr1146), що моделює
структуру фрагменту iнсулiну в межах амiнокислотних залишкiв вiд 1142 до 1153 [14].
Кiлькiсть неорганiчного фосфату, що за певний промiжок часу нагромаджувався в резуль-
татi ферментативного гiдролiзу фосфорильованого залишку тирозину, зiставляли з даними
контрольних дослiдiв у вiдсутностi ферменту, а також у вiдсутностi iнгiбiтора. Значен-
ня IC50 вiдповiдало концентрацiї iнгiбiтора, яка спричинила зниження виходу неорганiч-
ного фосфату на 50% порiвняно з даними контрольних дослiдiв. Цi значення становили
(1,8 ± 0,2) мкмоль/л для сполуки 1 та (0,24 ± 0,04) мкмоль/л для сполуки 2. Значен-
ня Km для РТР 1В при використаннi pTyr1146-фрагмента iнсулiнового рецептора стано-
вить 0,17 ммоль/л [14].

У присутностi 2 ммоль/л п-нiтрофенiлфосфату як субстрату значення IC50 для сполу-
ки 1 становило (1,3 ± 0,6) мкмоль/л (Km для цього субстрату за умов дослiдiв дорiвнює
2,6 ммоль/л). Використання тетракiс-метилфосфонатного похiдного тiакалiкс[4]арену 2 як
iнгiбiтора РТР 1В свiдчило про бiльший вплив цiєї сполуки у порiвняннi з її структурним
калiкс[4]ареновим аналогом 1 (рис. 1), що узгоджується з визначеними ранiше констан-
тами iнгiбування цими сполуками бактерiальної протеїнтирозинфосфатази з Єрсинiї [12].
Середнє значення IC50 для сполуки 2 як iнгiбiтора РТР 1В (0,17 ± 0,04) мкмоль/л, що
приблизно на порядок менше, нiж для сполуки 1.

Для оцiнки селективностi iнгiбування PTP 1B макроциклiчними фосфоновими кислота-
ми сполук 1 й 2 порiвнювали їх вплив на цей фермент, а також ТС-РТР, РТР-β, LAR-РТР
та лужну фосфатазу з плаценти людини, використовуючи штучний субстрат — п-нiтрофе-
нiлфосфат. За цих умов величина IC50 вiдповiдала концентрацiї iнгiбiтора, яка спричинила
зниження нагромадження п-нiтрофенолу на 50% порiвняно з його кiлькiстю у вiдсутностi
iнгiбiтора. Отриманi значення IC50 iнгiбування РТР 1В та ряду iнших ферментiв свiдчать
про те, що вплив iнгiбiторiв на РТР 1В є селективним у порiвняннi з впливом на актив-
нiсть РТР-LAR та плацентарною лужною фосфатазою, що можна було очiкувати, оскiльки
цi ферменти значно вiдрiзняються вiд РТР 1В. Однак iнгiбування РТР 1В сполуками 1 й 2

було мало селективним або не селективним щодо їх впливу на ТС-РТР й PTP-β (табл. 1).
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Рис. 1. Концентрацiйнi залежностi iнгiбування РТР 1В калiкс[4]арен-тетракiс- i тiакалiкс[4]арен-тетра-
кiс-метилфосфоновими кислотами 1 (а) й 2 (б )

Для аналiзу способiв зв’язування iнгiбiторiв було застосовано метод молекулярного до-
кiнгу за допомогою програми AutoDock 4.2. Моделi зв’язування конструювалися на основi
ряду кристалiчних структур РТР 1В (данi Protein Data Bank; PDB коди: 1NL9, 1PHO,
1Q6M, 2CM8 й 2СNF). Слiд зазначити, що данi рентгеноструктурного аналiзу комплексiв
РТР 1В з рiзними лiгандами свiдчать про можливiсть конформацiї ферменту як з вiдкри-
тою, так i з закритою WPD-петлею [15]. Обранi нами для докiнгу кристалiчнi структу-
ри 1NL9 й 1PHO з вiдкритою WPD-петлею вiдрiзняються передусiм конформацiєю бiчного
ланцюга Arg47, що належить до так званої YRD-петлi (Tyr46–Asp48), вiдповiдальної за зв’я-
зування фосфотирозинового субстрату (рис. 2). Вiдмiнностi мiж 1Q6M й 2CM8 (конформа-
цiї з закритою WPD-петлею) стосуються рухливого залишку Lys120, що локалiзується на
певнiй вiддалi вiд активного центру i може забезпечувати вибiрковiсть iнгiбування. Проце-
дура докiнгу тетрафосфонатних похiдних включала аналiз чотирьох варiантiв розмiщення
кожного лiганду (за числом бiоiзостерних груп) та визначення однiєї енергетично найви-
гiднiшої структури ймовiрного комплексу. Структури, що використовувались для докiнгу,
мали моноанiоннi форми фосфорильних залишкiв.

Найнижчi енергiї докiнгу макроциклiчних лiгандiв 1 й 2 в активний центр РTP 1B
отримано при використаннi кристалiчної структури, представленої конформацiєю з закри-
тою WPD-петлею (2CNF) (табл. 2). При цьому абсолютне значення ∆Edoc є бiльшим для
сполуки 2, що узгоджується з експериментальними даними.

Таблиця 1. Значення IС50 калiкс[4]арен-тетракiс- i тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонових кислот 1 й 2

як iнгiбiторiв РТР 1В та iнших РТРаз∗

Фермент
IС50, мкмоль/л

(сполука 1)
IС50, мкмоль/л

(сполука 2)

РТР 1В 1,3± 0,6 0,17± 0,04

ТС-РТР 2,8± 0,4 0,32± 0,02

РТР-β 3,8± 0,6 0,13± 0,02

РТР-LAR > 1000 13± 1

Лужна фосфатаза > 1000 120± 23

(плацентарна)

∗ Наведено середнє значення IC50 та стандартну похибку.
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Рис. 2. Можливi способи зв’язування калiкс[4]арен-тетракiс- i тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонових
кислот 1 (а) й 2 (б ) в активному центрi РТР 1В

Аналiз конформацiй макроциклiв 1 й 2 в активному центрi ферменту свiдчить, що вона
є подiбною i може бути описана як „площинний конус”. Два протилежнi бензольнi кiль-
ця розташованi майже паралельно, тодi як два iншi ароматичнi фрагменти наближенi до
площини макроциклу, орiєнтуючись один до одного пiд значно бiльшим кутом. Фосфонат-
на група кожного з iнгiбiторiв розташовується поряд з залишком Cys215, що знаходиться
на днi каталiтичної кишенi. Однак у випадку сполуки 1 у напрямi Cys215 орiєнтується
фосфонатний залишок одного з паралельних бензольних кiлець, а у випадку сполуки 2 —
одного з площинних. При цьому верхнiй обiд макроциклу 1 орiєнтований назовнi, тодi як
верхнiй обiд макроциклу 2 накриває залишок Phe182. Лише фрагмент сполуки 1 контактує
з Phe182, при цьому гiдрофобнi взаємодiї вiдбуваються також за участю Lys120 й Val49. До
водневих зв’язкiв за участю атома кисню фосфорильної групи сполуки 1 залучений зали-
шок Gln262, а двi гiдроксильнi групи на нижньому ободi макроциклу утворюють водневi
зв’язки з Tyr46 й Asp48. Тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонова кислота 2 у тiсному
контактi з Phe182 може утворювати водневий зв’язок з Asp181 й Gln262. Гiдрофобнi взає-
модiї забезпечують також Lys120 й Tyr46.

Таким чином, результати цього дослiдження демонструють, що калiкс[4]арен-тетракiс
i тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфоновi кислоти 1 й 2 здатнi iнгiбувати РТР 1В з IС50

у низькомiкромолярному дiапазонi значень. Iнгiбуюча здатнiсть сполуки 2 є значно бiль-

Таблиця 2. Значення енергiї докiнгу калiкс[4]арен-тетракiс- i тiакалiкс[4]арен-тетракiс-метилфосфонових
кислот 1 й 2 в активний центр РТР 1В∗

Iнгiбiтор
Енергiя докiнгу, ккал/моль

1NL9 1PHO 1Q6M 2CM8 2CNF

1 −7,95 −12,04 −7,54 −10,75 −12,13

2 −9,06 −13,70 −6,52 −9,25 −15,15

∗Кристалiчнi структури ферменту, згiдно з даними RSCB Protein Data Bank (PDB коди: 1NL9, 1PHO, 1Q6M,
2CM8, 2CNF).
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шою, нiж вплив сполуки 1. При цьому обидва iнгiбiтори значною мiрою впливають також
на ТС-РТР, яка близька до РТР 1В за структурою i локалiзацiєю в живiй клiтинi, та
селективнi у порiвняннi з впливом на LAR-PTP. Цi дослiдження фосфорильованих калiкс-
аренiв як iнгiбiторiв РТР 1В вказують на перспективнiсть застосування калiкс[4]арену й
тiакалiкс[4]арену як молекулярної платформи в процесi подальшого дизайну фосфороор-
ганiчних сполук. Очевидно, подiбнi макроцикли можуть мати рiзнi бiоiзостернi вiдносно
фосфотирозину замiсники, а їх кiлькiсть i положення визначатимуть ефективнiсть та се-
лективнiсть iнгiбування ферменту. Тому хiмiчний синтез нових похiдних калiкс[4]аренiв,
комп’ютерне моделювання та дослiдження in vitro можуть бути складовими подальшого
пошуку iнгiбiторiв РТР 1В як потенцiйних лiкарських засобiв.
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Ингибирование протеинтирозинфосфатаз фосфоновыми кислотами
на платформе каликс[4]арена и тиакаликс[4]арена

Впервые показано, что каликс[4]арен- и тиакаликс[4]арен-тетракис-метилфосфоновые кис-
лоты ингибируют человеческую протеинтирозинфосфатазу 1В с IC50 в низкомикромоляр-
ном диапазоне значений. Фосфорилированный тиакаликс[4]арен демонстрировал более силь-
ное влияние на фермент, чем его каликс[4]ареновий аналог. Оба макроциклические ингиби-
торы были селективными по сравнению с РТР-LAR, однако не проявляли селективность
или же были мало селективными по сравнению с Т-клеточной протеинтирозинфосфата-
зой и РТР-β. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности фосфонатных
производных каликс[4]арена для поиска нових ингибиторов РТР 1В.
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Inhibition of protein tyrosine phosphatases by phosphonic acids on
calix[4]arene and thiacalix[4]arene platform

It is shown for the first time that calix[4]arene and thiacalix[4]arene-tetrakis-methylphosphonic
acids inhibit the activity of human protein tyrosine phosphatase 1B with IC50 values in the low
micromolar range. The phosphorylated thiacalix[4]arene displayed a stronger effect on the enzyme
than its calix[4]arene analogue. Both macrocyclic compounds are selective over PTP-LAR, but show
no selectivity or low selectivity over T-cell PTP and PTP-β. The results indicate that (thia)ca-
lix[4]arene phosphonate derivatives can be considered as promising candidates in the search for
new PTP1B inhibitors.
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