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Остання група інгібіторів серин/треоніно-
вих протеїнфосфатаз, представники якої, на від-
міну від більшості інших інгібіторів протеїн-
фосфатаз, котрі за походженням є морськими 
токсинами, належить до індукторів отруйної ге-
молімфи жуків родини Meloidae [10]. Типовий їх 
представник – кантаридин, селективний інгібі-
тор протеїнфосфатази 2А, який у водному серед-
овищі гідролізується до кантаридинової кислоти, 
а також ендотал – інгібітор середньої сили, що 
діє виключно на протеїнфосфатазу 2А [10]. 

Більшість інгібіторів тирозин-специфічних 
фосфатаз представлена групами потужних, про-
те лише в деяких випадках селективних інгібіто-
рів. У цілому їх поділяють на три класи: 1) інгі-
бітори тирозинфосфатаз 1-го класу (класичні ти-
розинфосфатази); 2) інгібітори тирозинфосфатаз 
2-го класу (тирозинфосфатази CDC25: A, B, C); 
3) інгібітори тирозинфосфатаз 3-го класу (низь-
комолекулярні (LMW) тирозинфосфатази).

Найбільш відомим представником класу ін-
гібіторів класичних рецепторних, нерецепторних 
і дуальних тирозинфосфатаз є ортованадат на-
трію або ванадат. Будучи конкурентним інгібіто-
ром, ортованадат натрію забезпечує максималь-
но ефективне інгібування тирозинфосфатаз [11], 
окислюючи цистеїн, який входить до складу ка-
талітичного центру цих ферментів [12]. Також до 
інгібіторів тирозинфосфатаз першого типу від-
носять оксид феніларсину [13], дефостатин [14], 
етил-3,4-дефостатин [15] і комплексні інгібітори 
тирозинфосфатаз I, II, III [16]. У деяких випад-
ках, зокрема під час дії ванадату і молібданату, 
більш значне інгібування тирозинфосфатаз про-
являють не інтактні, а оксидовані форми – перва-
надат і пермолібданат [12]. 

До другого класу відносяться інгібітори ду-
альних протеїнфосфатаз CDC25 (включаючи три 
ізоформи: A, B, C). Типовими представниками 
інгібіторів цього класу є ванадат, NO і перекис 
водню [11]. До 3-го класу інгібіторів низькомоле-
кулярних тирозинфосфатаз відносяться такі спо-
луки, як ванадат і бензойна кислота [17]. Остан-

Специфічні інгібітори ферментів є важли-
вим інструментом сучасних клітинно-біологіч-
них досліджень, спрямованих на вивчення осо-
бливостей функціонування та з’ясування функці-
ональної ролі окремих ензимів або їх груп. Так, 
наприклад, певні відмінності перебігу молеку-
лярних механізмів зворотного фосфорилювання 
білків у регуляції клітинного циклу тварин є од-
ним із прикладів, що зумовлює необхідність по-
шуку більш специфічних інгібіторів як протеїн-
кіназ, так і протеїнфосфатаз [1, 2]. 

Для серин/треонінових протеїнфосфатаз 
встановлена селективна дія таких інгібіторів, 
як окадаїнова кислота, мікроцистин-LR, калі-
кулін A, таутоміцин, нодуларин-R і мотупорин 
(нодуларин-V), кантаридин, кантаридинова кис-
лота і ендотал, завдяки чому вони стали важ-
ливим інструментом дослідження ролі цих ензи-
мів у внутрішньоклітинній трансдукції сигналів 
[3]. Окадаїнова кислота, мікроцистин-LR і його 
гідрогенізована форма дигідромікроцистин ма-
ють схожий механізм дії [4]. Будучи специфіч-
ними інгібіторами тваринних протеїнфосфатаз 
1 і 2А, вони характеризуються меншим рівнем 
спорідненості до протеїнфосфатаз типу 2B і зов-
сім не інгібують фосфатази типу 2C [3, 4]. Ра-
ніше нами було описано специфічні фізіологічні 
та клітинні ефекти окадаїнової кислоти на коре-
нях Arabidopsis thaliana [5], а у дослідах in silico 
також продемонстровано специфічність її зв’я-
зування з протеїнфосфатазами 1 та 2А рослин-
ного походження [6]. Дві сполуки – таутоміцин 
[7] та калікулін A – на сучасному етапі позиціо-
нуються як інгібітори, що за константою інгібу-
вання перевищують окадаїнову кислоту [8], але 
частіше використовуються під час досліджен-
ня дефосфорилювання різними підтипами про-
теїнфосфатаз. Подібні за структурою і механіз-
мом дії до мікроцистинової групи циклічні низь-
комолекулярні пептидні сполуки – нодуларин-R 
і мотупорин, які мають незначні структурні від-
мінності, є потужними інгібіторами протеїнфос-
фатаз 1 та 2А [9].
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ccdc.cam.ac.uk). Релаксація та підготовка речо-
вин була виконана із використанням online сер-
вісу PRODRAG (davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-
bin/prodrg) та силових полів ММ+ і CHARMM 
(Gromacs).

Результати та обговорення 
За результатами проведеного пошуку в 

базах даних Google Patents, PubChem, ZINC, 
eMolecules і ChEMBL було відібрано 231 речови-
ну з селективною дією щодо серин/треонін-спе-
цифічних протеїнфосфатаз та 5700 речовин, спе-
цифічних до тирозинфосфатаз. Зведену групу 
потенційних інгібіторів було перевірено згід-
но з правилами драг-подібності, а також на на-
явність певних фрагментів – можливих фармако-
форів. Кінцева вибірка складала структури, що 
входять до експериментально доведених комп-
лексів із відповідними ферментами (табл.). З них 
11  селективних інгібіторів серин/треонінових 
протеїнфосфатаз – окадаїнова кислота (OKA), 
динофізистоксин (XT1,XT2), мікроцистин-LR 
(PRD_000212), дигідромікроцистин (мікро-
цистин-LA, PRD_000215), таутоміцин (E7B), ка-
лікулін (CYU), нодуларин (PRD_000214), мо-
тупорин (PRD_000213), норкантаридин (ENL), 
кантаридинова кислота (NHC), ендотал (ENL-
conf) та 9 інгібіторів тирозинфосфатаз: 3‑(окса-
ліламіно)‑нафталін-2-карбонова кислота (761); 
6-(оксаліламіно)-1h-індол-5-карбонова кислота 
(OAI); 5-йод-2-(оксаліламіно)-бензойна кислота 
(878); 2-(оксаліламіно)-бензойна кислота (OBA); 
[{2-бромо-4-[(2R)-3-оксо-2,3-дифенілпропіл]фе-
ніл}(дифторо)метил]-фосфонова кислота (825); 
7-(1,1-діоксо-1h-(бензо[d]ізотіазол-3-іл) окси-
метил)-2- (оксаліламіно)-4,7- дигідро- 5h-тіє-
но[2,3-с]піран-3-карбонова кислота (DBD); фе-
нілетиленсульфонат (PSY); (4-{(2S)-2-[(терт-бу-
токсикарбоніл)аміно]-3-метоксі-3-оксопропіл}
феніл)метанселенова кислота (ZYZ); (етилен-
сульфоніл)бензен (PVS).

На підставі RCSB PDB-BLAST пошуку були 
виявлені всі депоновані у Protein Data Bank експе-
риментально доведені структури комплексів про-
теїнфосфатаз з селективними інгібіторами: 23 
структури серин/треонін-специфічних і 9 струк-
тур тирозинфосфатаз. Відповідні низькомолеку-
лярні речовини були перевірені на правильність 
структури, кількість донорів і акцепторів водне-
вих зв’язків, кількість зв’язків, які вільно обер-
таються, і площу полярної поверхні з викорис-
танням online сервісу ZINCPharmer та програми 
LigandScout (табл.). Встановлено, що більшість 

ня, окрім низькомолекулярних тирозинфосфатаз, 
також здатна інгібувати протеїнфосфатази типу 
1В (PTP1B) [17]. Водночас, незважаючи на вели-
кий обсяг досліджень, сполуки, які мали б специ-
фічну афінність до цілком конкретних тирозин-
фосфатаз, досі не відомі.

Оскільки на сьогодні не викликає сумнівів 
участь протеїнфосфатаз у процесах регуляції клі-
тинного циклу, важливим питанням є з’ясування 
їх безпосередньої взаємодії та функціонально-
го впливу на організацію та динаміку цитоске-
лету, перш за все мікротрубочок [18–20]. Зокре-
ма, роль протеїнфосфатаз у регуляції мікротру-
бочок найчастіше пов’язують із представниками 
серин/треонінових протеїнфосфатаз РР1, РР2А, 
РР4, РР6 і РР7 [18, 19, 21, 22], а також групи, що 
об’єднує класичні та дуальні тирозинфосфатази: 
РТР1В, CDC25, PTPH1, РТРN11, РТРN13, PTP14, 
DSP-DEP1, DSP7, DSP14B [23–27]. Однак попри 
велику кількість існуючих інгібіторів протеїн-
фосфатаз, питання визначення їх селективнос-
ті залишається актуальним. Значний прогрес у 
цьому напрямку може бути досягнутий шляхом 
поєднання методів традиційного драг-дизайну з 
методами молекулярного моделювання, струк-
турної біо- і хемоінформатики. Тому завданням 
нашої роботи було провести ревізію відомих ін-
гібіторів протеїнфосфатаз, що потенційно пов’я-
зані з цитоскелетом, та визначити особливості їх 
взаємодії з відповідними ферментами.

Матеріали і методи
Інгібітори протеїнфосфатаз було відібра-

но на підставі матеріалів наукової літератури, 
результатів патентного пошуку (https://patents.
google.com/), а також аналізу баз даних PubChem 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound), ZINC 
(http://zinc.docking.org/), eMolecules (https://www.
emolecules.com/) та ChEMBL (https://www.ebi.
ac.uk/chembl/). Порівняння релаксованих і біо-
логічно активних конформацій лігандів із комп-
лексів, депонованих у RCSB Protein Data Bank 
(PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), 
було виконано з використанням online серві-
су ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu/) 
та програм LigandScout (http://www.inteligand.
com/) і BIOVIA DS Visualizer (http://accelrys.
com/). Структури сайтів зв’язування інгібіторів 
на поверхні досліджених протеїнфосфатаз, а та-
кож дослідження ролі молекул води у ліганд-біл-
ковій взаємодії було виконано із використан-
ням online сервісів PoseView (http://poseview.zbh.
uni-hamburg.de) і CCDC Relibase (http://relibase.
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зв’язки з іонами металів – кофакторами активних 
центрів досліджуваних протеїнфосфатаз. Так, 
кантаридинова кислота і норкантаридин утворю-
ють зв’язки з Mn2+, тоді як ендотал зв’язується з 
двома молекулами Zn2+.

Завдяки структурному аналізу в on-line сер-
вісі CCDC Relibase було встановлено, що для 
взаємодії майже всіх досліджених інгібіторів з 
цільовими протеїнфосфатазами необхідно від 
1-ї до 12-ти молекул води. Винятком є мікро-
цистин-LR, дигідромікроцистин і PSY (феніле-
тиленсульфонат), зв’язування яких відбувається 
завдяки ковалентній взаємодії (табл.). На підста-
ві аналізу топології досліджених лігандів із вико-
ристанням програми BIOVIA DS Visualizer було 
створено локальну базу даних, що містить гото-
ві для молекулярного докінгу структури інгібіто-
рів, їх детальний опис, файли топології, отрима-

інгібіторів мали одну область можливого зв’язу-
вання донорів водневих зв’язків, окрім 4-х речо-
вин, що мали декілька таких областей: ендоталу 
– селективного інгібітора протеїнфосфатази РР5, 
таутоміцину інгібітору протеїнфосфатази РР1 та 
двох інгібіторів тирозинфосфатаз – OAI і PVS.

Дослідження механізмів зв’язування 20-ти 
відібраних інгібіторів із ферментами дозволило 
встановити консервативні амінокислотні залиш-
ки, що безпосередньо зв’язують ліганд (за допо-
могою сервісу PoseView) (табл.). Варіабельні амі-
нокислотні залишки сайтів, що відповідають за 
підтримку ліганду на поверхні ферментів, було 
встановлено на підставі аналізу результатів ко-
роткочасної молекулярної динаміки комплексів з 
використанням силових полів ММ+ і CHARMM 
у програмі Gromacs. Зокрема, було встановлено, 
що група кантаридинових інгібіторів утворює 

Таблиця
Результати аналізу інгібіторів серин/треонін- та тирозин-специфічних протеїнфосфатаз

Інгібітор PDB Тип ПФ UniProtKB

Кількість молекул 
води, які прийма-
юсь участь у взає-
модії ліганду з біл-

ком

Наявність 
донорів/

акцепторів у 
структурі ін-

гібітору

Амінокислот. 
склад сайтів 

зв’язування лі-
гандів з ПФ

СЕРИН/ТРЕОНІН-СПЕЦИФІЧНІ ПРОТЕЇНФОСФАТАЗИ
1. Норкантаридин 3H61 PPP5 P53041 5 1/8 3
2. Кантаридинова кис-

лота 
3H68, 3H63, 
3H67, 3H62

PPP5 P53041 5 1/8 2

3. Ендотал 3H69, 3H64 PPP5 P53041 5 2/5 1
4. Окадаїнова кислота 2IE4 PP2АA P36873 1 1/5 5

1U32, 1JK7 PP1G P62136 1 4
5. Мікроцистин-LR 2NYM, 

2NYL,2NPP
PP2AA P67775 - 1/6 11

1FJM, 3DW8 PP1A P62139 10
6.   Дигідромікро-

цистин 
2BDX PP1G P36873 12

7.   Калікулін A 1ІТ6 PP1G P36873 5 1/6 4
8.   Нодуларин-R 3EGH, 3Е7А PP1A P62136 18 1/6 9
9.   Мотупорин 2BCD PP1G P36873 4 1/6 5

10.   Таутоміцин 3Е7В PP1A P62136 15 2/6 6
11. Динофізистоксин 3K7V, 3K7W PP2AA P67775 1 1/5 5

ТИРОЗИН-СПЕЦИФІЧНІ ПРОТЕЇНФОСФАТАЗИ
1. 761 1C84 РТР1В P18031 1 1/5 8
2. OAI 1C83 РТР1В P18031 1 2/5 11
3. 878 1ECV РТР1В P18031 1 1/5 8
4. OBA 1C85 РТР1В P18031 1 1/5 10
5. 825 3CWE РТР1В P18031 3 1/3 10
6. DBD 1L8G РТР1В P18031 2 1/7 8
7. PSY 3BM8 РТР yopH P15273 - 1/3 7
8. ZYZ 3D9C РТР1В P18031 2 1/0 3
9. PVS 3BLU РТР yopH P15273 1 2/0 4
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рів і аналізу можливих фармакофорів було ство-
рено бібліотеку моделей структур інгібіторів 
протеїнфосфатаз, що пройшли етап релаксації 
методом молекулярної динаміки і підготовлені 
для подальшого молекулярного докінгу. Відпра-
цьований алгоритм пошуку інгібіторів тварин-
них протеїнфосфатаз дозволяє подальше дослі-
дження особливостей їх взаємодії з протеїнфос-
фатазами рослин.

Дослідження було виконано за використан-
ня потужностей Грід-кластеру Інституту хар-
чової біотехнології та геноміки НАН України та 
віртуальної організації CSLabGrid (http://ifbg.
org.ua/uk/cslabgrid).

ні за допомогою сервера PRODRAG, та інтерак-
тивні посилання на відповідні статті бази даних 
PubChem.

Висновки
У результаті дослідження проведена ревізія 

інгібіторів протеїнфосфатаз, що належать до різ-
них типів і потенційно здатні впливати на струк-
туру і динаміку мікротрубочкового цитоскелету. 
Встановлено особливості взаємодії серин/трео-
нін- і тирозинфосфатаз із селективними інгібі-
торами. Показано, що ліганд-білкова взаємодія із 
сайтами зв’язування в більшості випадків відбу-
вається за участі іонів металів та молекул води. 
На підставі пошуку з використанням дескрипто-
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INTERACTION OF INHIBITORS with POTENTIAL cytoskeleton RELATED protein 
phosphaTAseS 
Aim. Recent studies revealed significant structure differences in phosphatase inhibitors suppressing serine/threonine and 
tyrosine-specific protein phosphatases (PPs), involved in MT-cytoskeleton structure and dynamics regulation. The matter 
of current study was revision of known inhibitors of «cytoskeletal» PPs, as well as the study of specific features of ligand-
protein interaction. Methods. Deposited in RCSB PDB ligand-protein complexes were analyzed using ZINCPharmer, 
PoseView, CCDC Relibase, PRODRAG, LigandScout, Gromacs (MM+, CHARMM) and BIOVIA DS Visualizer. 
Results. Were established structural features of ligand-protein interactions for 32-x PDB structures: 23 for PPPs in 
complex with NHC, ENL, OKA, PRD_000212, PRD_000215, CYU, PRD_000214, PRD_000213, E7B, XT1/XT2 and 9 
for PTPs in complex with 761, OAI, 878, OBA, 825; DBD, PSY, ZYZ, PVS. Conclusions. It was found that binding of 
PP-inhibitors with target proteins generally occurs with the assistance of metal ion(s) and water molecule(s). Also, it was 
created local database of PP-inhibitors with necessary for subsequent bioinformatic research: topology, biological activity 
and natural conformation.
Keywords: protein phosphatase inhibitors, PPP, PTP, chemoinformatics.


