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Мікроцистин-LR (MCLR, рис. 1) є однією 

з найбільш поширених і токсичних форм групи 

мікроцистинів – циклічних гептапептидів ціа-

нобактерій. Їх основними продуцентами є ціа-

нобактерії родів Anabaena, Microcystis, 

Planktothrix, що викликають «цвітіння» води і 

глобальні екологічні лиха. За результатами мо-

ніторингу гідрогеологічної програми UNESCO 

«CYANONET», «цвітіння» ціанобактерій і поя-

ва їхніх токсинів підтверджена для водних ре-

сурсів 65 країн світу, а у країнах з холодним 

кліматом продуценти мікроцистин-LR знайдені 

у 91 % озер [1].  

Мікроцистин-LR розчиняється у воді і за-

лишається стабільним у водоймах до 7 діб, а 

також тривалий час у фільтрованій або деіонізо-

ваній воді. Він стійкий до хімічного гідролізу 

або окислення при pH, близьких до нейтраль-

них. При кип’ятінні мікроцистин-LR не руйну-

ється протягом декількох годин. При високій 

температурі та екстремально високих або низь-

ких рівнях pH внаслідок гідролізу за 10 тижнів 

деградує більше 90 % MCLR. Мікроцистин-LR 

окислюється озоном та іншими сильними окис-

никами, дуже стабільний при сонячному світлі, 

а його токсичність спрямована на органи, які 

здійснюють перенесення органічних іонів через 

клітинні мембрани, тобто в першу чергу на пе-

чінку. Так, потрапляючи в кров, мікроцистин 

концентрується в печінці, сприяє виникненню 

великих крововиливів, внаслідок чого печінка 

збільшується в розмірах. Описані клінічні симп-

томи при інтоксикації мікроцистином – це діа-

рея, нудота, озноб, слабкість, блідість [4].  

Токсичність мікроцистину-LR зумовлена 

його здатністю до сильного інгібування протеї-

нфосфатаз, в першу чергу серин/треонінових 

протеїнфосфатази 1 (ПФ1) і протеїнфосфатази 

2А (ПФ2A), а також порушувати ключові клі-

тинні та метаболічні процеси [5]. Окрім того, 

він викликає окисний стрес за участю активних 

форм кисню, порушення мітотичних та дифере-

нційних процесів в еукаріотичних клітинах, 

зокрема гепатоцитах людини та інших клітинах, 

що теж відчувають зміни, аналогічні тим, що 

відбуваються у гепатоцитах [6, 7]. Але, незва-

жаючи на велику кількість даних щодо інгібу-

вання ПФ типу 1 та 2А, існує твердження, що за 

участю мікроцистину-LR саме окисний стрес та 

активація мітоген-активованих протеїнкіназ 

(MAPKs) відіграє вирішальну роль у молекуля-

рних подіях, що призводять до руйнування ци-

тоскелету [8]. 

 

 

Рис. 1. Структурна формула та фізико-хімічні параметри мікроцистину-LR [Microcystin-LR; 

PRD_000212; C49H75N10O12; 2,3]. 
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Мікроцистин-LR використовується як се-

лективний інгібітор ПФ1 і ПФ2А тваринного 

походження, але його селективність у випадку 

рослинних фосфатаз практично не вивчена. На-

ші попередні дослідження підтверджують мож-

ливу здатність мікроцистину-LR специфічно 

взаємодіяти з рослинними ПФ1 і ПФ2А, а також 

пригнічувати активність ПФ4 [9]. Було показа-

но, що ліганд-білкова взаємодія із сайтами 

зв’язування в більшості випадків відбувається 

за участі іонів металів та молекул води [10]. 

Саме завдяки селективності взаємодії мікроцис-

тин-LR є важливим молекулярним інструмен-

том дослідження функціональної ролі окремих 

протеїнфосфатаз. Завданням нашого досліджен-

ня було визначення структурних особливостей 

взаємодії мікроцистину-LR з рослинними ПФ1, 

ПФ2А і ПФ4, пов’язаними з регуляцією мікрот-

рубочкового цитоскелету, а також порівняння 

сайтів зв’язування мікроцистину-LR у протеїн-

фосфатаз тварин і вищих рослин. 

 

Матеріали і методи 

Реконструкцію і й оптимізацію геометрії 

3D-моделей рослинних протеїнфосфатаз та біо-

логічно активної конформації мікроцистину-LR 

виконували згідно раніше відпрацьованої мето-

дики [10]. Сайт зв’язування ліганду було вста-

новлено на підставі аналізу матричних структур 

ПФ з RCSB Protein Data Bank (http://rcsb.org). 

Моделювання комплексів мікроцистину-LR з 

досліджуваними протеїнфосфатазами виконува-

ли за допомогою гнучкого молекулярного докі-

нгу в програмі CCDC GOLD Suite 5.3 [11]. Оці-

нку результатів докінгу здійснювали на підставі 

штатних функцій CCDC GOLD (GoldScore, Asp 

і ChemScore), а також, аналізу наявності водне-

вих зв’язків [11]. Оцінку амінокислотного скла-

ду сайтів зв’язування, візуалізацію й аналіз 

отриманих структурних даних виконували за 

допомогою програми BIOVIA DS Visualizer 

(http://accelrys.com/). 

 

Результати та обговорення 

Із використанням методу профільного мо-

делювання було побудовано структурні моделі 

рослинних протеїнфосфатаз типів 1, 2А і 4 з 

Arabidopsis thaliana, оскільки саме ці протеїн-

фосфатази можуть бути причетні до дефосфо-

рилювання α-, β- та γ-тубулінів [12, 13]. Аналіз 

особливостей просторової структури комплексів 

тваринних протеїнфосфатаз із мікроцистином-

LR було здійснено на підставі експерименталь-

но доведених структур із RCSB Pro-

tein Data Bank (комплекси ПФ1 і ПФ2А з мікро-

цистином-LR, отримані за допомогою методу 

кристалографії – PDB: PP1A – 1FJM, 3DW8; 

PP2AA – 2NYM, 2NPP, 2NYL, 3FGA, 2IAE, 

2IE3). Це дозволило нам ідентифікувати аміно-

кислотний склад сайтів зв’язування: х–[GDY 

VDRG]-X-[ILRGNHESXQI]-x-[YG]-x-[VPHEG] 

-x-[CDLLWSDP]-x-[SPRGAG]-x-[QLV]-x-[FSA 

PNYCYRCGN]-х у випадку ПФ2А з Homo 

sapiens (P67775_PP2AA-MCLR) та х-[GDY 

VDRG]-x-[LLRGNHEC]-x-[SI]-x-[YG]-x-[VPD 

QG]-x-[CDLLWSDP]-x-[NDRGVS]-x-[QVV]-x-

[FSAPNYCGEFDN]-x у випадку ПФ1 з 

Oryctolagus cuniculus (P62139_PP1A_MCLR). 

Консервативність амінокислотних залишків 

було встановлено на підставі результатів мно-

жинного вирівнювання (рис. 2). Також було 

встановлено певні відмінності амінокислотного 

складу сайтів зв’язування у тваринних і рослин-

них гомологів. Так, певні варіації було відміче-

но у 3-му (Q), 5-му (Н), 7-му (P і R) і у 9-му (C) 

амінокислотних положеннях відповідно до мо-

тиву сайту зв’язування протеїнфосфатази 2А 

людини.  

PDB-структури ПФ1 і ПФ2А мають різне 

походження, якість і дату депонування, що 

впливає на певну розбіжність координат атомів 

просторових структур (RMS=0,34). Водночас, 

порівняння первинної структури тваринних і 

рослинних гомологів ПФ доводить їх значну 

подібність. Це також підтверджують результати 

порівняння просторових структур протеїнфос-

фатаз. Зокрема, для ПФ1 середньоквадратичне 

відхилення (RMS) дорівнює 1,153 у випадку 

порівняння з PDB-структурами 1FJM, 3DW8. У 

випадку ПФ2А при порівнянні зі структурами 

2NYM, 2NPP, 2NYL, 3FGA, 2IAE, 2IE3, RMS 

коливається від 0,938 до 1,006. Мінімальне зна-

чення RMS спостерігалося у випадку порівнян-

ня ПФ2А зі структурою 3FGA. Водночас RMS 

вирівнювання 3D-структур гомологів ПФ 4-го 

типу з ПФ1 – 3DW8 і ПФ2А – 2NYL знаходить-

ся на рівні 0,842. Також результати структурно-

го порівняння підтверджують попереднє при-

пущення стосовно більшої подібності ПФ4 і 

ПФ2А, ніж ПФ4 і ПФ1. 
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Рис. 2. Множинне вирівнювання амінокислотних послідовностей PDB-структур PP1G і PP2AA (Uni-

ProtKB: P62139, P67775) з H. sapiens, O. cuniculus і їх рослинних гомологів – PP11, PP2A1, PPХ1 (UniProtKB: 

P30366, Q07099, P48529) з A. thaliana. Універсальним символом IUPAC – Х, позначені амінокислотні залишки, 

відсутні у матричних структур PP1G, PP2AA (PDB: PP1A – 1FJM, 3DW8; PP2AA – 2NYM, 2NPP, 2NYL, 3FGA, 

2IAE, 2IE3), і відповідні залишки рослинного гомолога. Темно-сірим позначені ідентичні амінокислотні залиш-

ки (38 %), сірим – гомологічні залишки (64 %), білим – варіативні амінокислотні залишки (повну «розбіжність» 

фізико-хімічних властивостей у цих позиціях). На рисунку відзначено амінокислотні залишки, відповідальні за 

активні сайти ($), сайти зв’язування металів (&), і амінокислотні залишки, відповідальні за зв’язування мікро-

цистину (#). 

 
У результаті для подальшого докінгу було 

обрано найкращу матричну структуру і поло-

ження референсного ліганду для кожного з дос-

ліджених типів протеїнфосфатаз. Так, наприк-

лад, за результатами структурного порівняння 

найближчими до ПФ2А виявилися структури 

2NPP і 3FGA. Було логічно обрати найкращу за 

якістю PDB-структуру – 3FGA, але виявилось, 

що розміщення мікроцистину у цьому кристалі 

визначено не для цільової субодиниці (дистан-

ція більш ніж 4.5 Å), а для регуляторної γ-

субодиниці ПФ2А. Під час підготовки PDB-

структур для докінгу засобами програми CCDC 

Hermes, було залишено лише один гомологіч-

ний ланцюг (мішень), ліганд (інгібітор), кофак-

тор (Mn2+) активного центру, а також фізіологі-

чні молекули води, тобто ті, що беруть безпосе-

редню участь у зв’язуванні мікроцистину-LR. 

Так, у випадку комплексу ПФ1-мікроцистин-LR 

було залишено 9 молекул води, що утворюють 

зв’язки з атомами – OD2(ASP64-A), 

NE2(HIS66), OH(TYR272), OD2(ASP92), 

O(HIS248), ND2(ASN124), NE2(HIS125), 

N(VAL250), NE2(GLN249), O(ARG221), – тоді 

як у комплексі ПФ2А-мікроцистин-LR ліганд 

зв’язується ковалентно, і зв’язки з молекулами 

води відсутні. 

Подальша реконструкція комплексів рос-

линних протеїнфосфатаз з мікроцистином-LR 

була виконана шляхом молекулярного докінгу з 

використанням програми CCDC Gold Suite 5.3. У 

випадку ПФ1 і ПФ2А докінг проводили в експе-

риментально встановлені сайти зв’язування, а у 

випадку ПФ4 – у комбінований (данні експери-

менту і гомології). Радіус сайту варіював від 10 

до 25 Å (у зв’язку з великим розміром (24,7 Å) 

ліганду – 23 Å по контактній довжині молекули 

та невеликої взаємодіючої частини ліганду) від 

центрального атома сайту, що відповідає центра-

льному залишку сайту у гомологічних PDB-

структур: CE1/HE1 (HIS260) для ПФ1, OD2 

(ASP82) для ПФ2А і HB2/CB (ASP79) для ПФ4. 

Також для перевірки методу докінгу центром 

сайту було обрано атом Mn2+, що зумовлено 
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більш поверхневим розташуванням цього сайту. 

Було задано умови повної рухливості ліганду для 

нативної форми мікроцистину-LR з PDB-

структури (PRD_000212) та вільної форми з бази 

даних ChEMBL – 444092. Амінокислотні залишки 

мішені залишалися ригідними. Генетичний алго-

ритм CCDC Gold запускали у 100-кратному по-

вторенні зі збереженням 50-ти кращих положень 

ліганду.  

Отримані комплекси нативної та релаксо-

ваної форми мікроцистину-LR з мішенню (ПФ1, 

ПФ2А і ПФ4) були ранжовані згідно із значенням 

базових оціночних функцій. Так, значення 

GoldScore, Asp та ChemScore свідчить про спорі-

дненість ліганду сайту (більше значення – краще) 

і про вигідність його конформаційного стану (ме-

нше значення – краще). Також було виконано 

порівняння результатів докінгу двох форм мікро-

цистину-LR відносно референсного положення 

ліганду. Зокрема, високий відсоток ідентичності 

амінокислотних послідовностей і схожість фол-

дингу протеїнфосфатаз різного еволюційного 

походження дозволяють зробити висновок про 

значну подібність топології сайтів зв’язування. 

Також афінність мікроцистину-LR з молекулами 

ПФ1, ПФ2А, ПФ4 була підтверджена результата-

ми молекулярного докінгу. На підставі аналізу 

поверхні сайтів зв’язування мішеней було обрано 

лідируючі конформації ліганду (рис. 3), а порів-

няння статистичних параметрів дозволило вста-

новити кореляцію з активністю мікроцистину-LR. 

Показники GoldScore і Asp свідчать про краще 

зв’язування мікроцистину-LR з ПФ2А, ніж з 

ПФ1. Також на підставі порівняння показників 

Asp та ChemScore на декількох етапах докінгу 

було встановлено найвигідніше положення ліган-

ду на поверхні сайту ПФ4.   

 

 
 
Рис. 3. Просторова структура та склад потенційних сайтів зв’язування рослинних протеїнфосфатаз 1, 2А і 

4 з A. thaliana із мікроцистином-LR.  
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В останньому випадку референтними 

PDB-структурами були комплекси мікроцис-

тину-LR з ПФ1 і ПФ2А (PDB: 3DW8 і 2NYL). 

 

Висновки 

Результати структурно-біологічного порі-

вняння просторової структури протеїнфосфатаз 

ПФ1, ПФ2А, і ПФ4 з A. thaliana та їх тваринних 

гомологів переконливо свідчать про спільні 

механізми зв’язування мікроцистину-LR у тва-

рин і вищих рослин. Значна ідентичність аміно-

кислотного складу сайтів зв’язування мікроцис-

тину-LR у ПФ1, ПФ2А, ПФ4 з H. sapiens, 

O. cuniculus і A. thaliana підтверджує еволюцій-

ну консервативність сайту. Водночас результати 

аналізу найкращих конформаційних положень 

ліганду і статистичних показників докінгу підт-

вердили більш високу спорідненість мікроцис-

тину-LR до ПФ2А, ніж до ПФ1, а також дозво-

лили визначити механізм його зв’язування з 

ПФ4. Таким чином, отримані результати свід-

чать про можливість використання мікроцисти-

ну-LR для диференційованої регуляції активно-

сті рослинних ПФ1, ПФ2А і ПФ4, а також для 

з’ясування їх зв’язку з регуляцією мікротрубо-

чок рослин. 
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RECONSTRUCTION OF SPATIAL STRUCTURE OF PLANT PROTEIN PHOSPHATASE TYPE 1, 2А AND 

4 IN COMPLEXES WITH MICROCYSTIN-LR 

Aim. The major toxicity of Microcystin-LR (MCLR) has been ascribed to its potent ability to inhibit serine/threonine-

specific protein phosphatase 1 (PP1) and protein phosphatase 2A (PP2A). Although MCLR is widely used in animal 

models its selectivity for these enzymes of plant origin is not still investigated in details for phylogenetically diversified 
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sources. Methods. The spatial structure of plant PP1, PP2A, PP4 protein phosphatases was reconstructed with homolo-

gy modeling method. Flexible docking of MCLR was performed using CCDC GOLD Suite 5.3. For docking evalua-

tions, GOLD scoring functions were used. Results. Information about amino acids, involved in ligand binding, was 

obtained from 8 experimentally proved human MCLR-PP1 and PP2A complexes. The sites of microcystin-LR binding 

with plant protein phosphatases (type-1, 2А and 4) were proved by comparative analysis and molecular docking. A high 

level of sequence and structure identity of plant and animal phosphatases allow us to conclude similarity of MCLR 

binding in PP1, PP2A and PP4. 

Keywords: microcystin-LR, protein phosphatase, specific interaction, molecular docking. 


