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4. ОПИС ПРОЄКТУ 
 
4.1. Мета Проєкту (до 200 знаків) 
Розробка нових високоселективних інгібіторів мускаринових холінорецепторів – потенційних 
засобів терапії захворювань дихальної системи, зокрема хронічного обструктивного захворювання 
легень і астми 
4.2. Основні завдання Проєкту (до 400 знаків) 
1. Реконструкція і аналіз структури мускаринових холінорецепторів. Пошук сайтів зв’язування 
лігандів; 2. Докування органічних сполук (>150000) в сайти, відбір антагоністів; 3. Здійснення 
біотестування сполук, аналіз зв’язку біоактивності і структури, створення стратегії оптимізації; 4. 
Проведення циклів оптимізації і біотестування; 5. Оптимізація сполук-лідерів щодо біодоступності 
і нетоксичності. 
 
4.3. Детальний зміст Проєкту: 
 
- Сучасний стан проблеми 
Хронічне обструктивне захворювання легень і астма – патології, що супроводжується обмеженням 
прохідності дихальних шляхів. Протокол їх лікування передбачає застосування β2-адреноміметів 
і холінолітиків. Зазначені препарати через недостатню селективність спричиняють ряд шкідливих 
побічних реакцій. Тож існує нагальна загальносвітова потреба розробки нових селективних 
препаратів щодо цих рецепторів. 
 
- Новизна Проєкту 
Проєкт присвячений розробці низькомолекулярних селективних антагоністів мускаринових 
холінорецепторів. За його виконання, із залученням низки сучасних методів, буде вперше 
визначено структурні особливості ацетилхолін-зв’язувального сайту холінорецепторів. Методами 
раціональний дизайну буде розроблено нові антагоністи цих рецепторів для створення на їх основі 
препаратів для терапії астми і ХОЗЛ. 
 
- Методологія дослідження (до 400 знаків) 
У проєкті буде застосовано сучасний раціональний підхід, що ґрунтується на комплексі методів 
комп’ютерного моделювання, біомедичної хімії і біологічного тестування: проаналізовано 
структуру мускаринових холінорецепторів і здійснено віртуальний скринінг низькомолекулярних 
органічних сполук щодо його структури. За результатами докінгу окремі сполуки будуть 
фармакологічно досліджені і оптимізовані. 
  
5. ОТРИМАНІ НАУКОВІ АБО НАУКОВО-ТЕХНІЧНІ РЕЗУЛЬТАТИ (до 2 сторінок) в 
поточному році/ в рамках реалізації Проєкту, зокрема: 

 
5.1. Опис наукових або науково-технічних результатів, отриманих в рамках виконання 
Проєкту (із зазначенням їх якісних та кількісних (технічних) характеристик) 
Розроблено та доопрацьовано розширену методику, яка дозволяє відслідковувати еволюцію усіх 
фізико-хімічних параметрів, що дозволяють генерувати конформаційне різноманіття, аналізувати 
таутомеризацію будь-яких Н-зв’язаних комплексів для подальшого раціонального дизайну 
інгібіторів мускаринових рецепторів ацетилхоліну. Розроблено програмний скрип генерації 
просторових координат із заданим кроком для будь-якої внутрішньої координати або набору 
координат досліджуваних сполук та підготовки отриманих геометрій для наступного аналізу у 
загальновживаних програмних пакетах для in silico пошуку. Перевага між існуючими аналогами, 
що частково реалізовані у сторонніх програмних пакетах полягає у одночасному варіюванні 
необхідної кількості параметрів і тонкому налаштуванні кроку по кожному із них. Особливу увагу 
приділено iдентифiкацiї водневих зв’язкiв i дослiдженню їхнiх структурних та фiзико-хiмiчних 
параметрів у молекулах лігандів-антагоністів мускаринових рецепторів: атропіну та іпратропію 



броміду, а також молекул агоністів - ацетилхоліну та карбахолу. Для чого також, підготовано 
програмні скрипти, що значно полегшують та пришвидшують рутинну обробку великих масивів 
даних. За їх допомогою можна знімати залежності від координати реакції для будь-яких фізико-
хімічних параметрів молекул чи молекулярного комплексу, а саме зміну внутрішніх геометричних 
координат: відстані між атомами, валентними та двогранними кутами. Серед фізико-хімічних 
характеристик – це енергія системи, дипольний момент, парціальні заряди на атомах, електронна 
густина та лаплас електронної густини. Наведений перелік може бути розширений під нову 
характеристику, що вимагається, а вже згадані характеристики можуть у подальшому бути 
використані, додатково, наприклад, для параметризації нових або уточнення відомих силових 
полів при молекулярно динамічному моделюванні. Скрипти, що відповідають даним задачам не 
наводяться через значний об’єм і за необхідності можуть бути адаптовані під наступні задачі 
проєкту. Загалом згаданий підхід дозволяє максимально деталізовано розглянути яким чином 
еволюціонують фізико-хімічні та геометричні характеристики під час актів хімічних реакцій або в 
процесах конформаційних перебудов молекул між локальними мінімумами. 
В рамках виконання відпрацювання, оптимізації та стандартизації протоколів високопропускного 
віртуального скринінгу було налаштовано комп’ютерний кластер на архітектурі «Beowulf», що 
дозволяє ефективно розподіляти потужності згідно задач проєкту. Дана архітектура була 
реалізована на базі операційної системи Linux, дистрибутив Ubuntu 14.04. Для виконання 
наступних етапів проєкту буде задіяно 48 ядер з частотою 4 ГГц. Така система здатна за добу 
проводити обчислення близько 20000 лігандів. Наступним кроком було налаштування протоколу 
віртуального скринінгу. Головним інструментом при виконанні віртуального скринінгу в рамках 
даного проєкту вибрано сайт-спрямований молекулярний докінг з використанням програмного 
забезпечення AutoDock. Для автоматизації процесу віртуального скринінгу був написаний Bash-
скрипт для оболонки UNIX. Скрипт проводить всі маніпуляції від підготовки лігандів, до 
проведення молекулярного докінгу та пост обробці даних для подальшого аналізу. 
Відпрацювання протоколів біологічних експериментів було здійснено із використанням 
стандартизованих речовин – агоністів і антагоністів окремих мембранних рецепторів 
(мускаринових ацетилхолінових і адренергічних рецепторів), які є важливими для регуляції 
просвіту повітроносних шляхів. Тестування скорочувальної активності препаратів трахеї 
здійснювали із використанням активаторів і інгібіторів скорочень: агоністів мускаринових 
ацетилхолінових (ацетилхоліну і карбахолу) та адренергічних (адреналіну і фенотеролу) 
рецепторів, а також антагоністів мускаринових ацетилхолінових (атропіну і іпратропію) та 
адренергічних (пропранололу) рецепторів. Криві «концентрація-ефект» будували на основі даних 
тензометричних експериментів за дії атропіну або іпратропію, коли концентрації агоніста 
мускаринових ацетилхолінових рецепторів кумулятивно збільшували з  10-10 - 10-4 М із 
використанням проточного розчину Кребса із додаванням антагоніста до відповідних 
концентрацій. Також були зареєстровані криві «концентрація-ефект» на тлі попереднього 
блокування β2-адренорецепторів їх селективним антагоністом пропранололом (10-5 М). Для 
відпрацювання протоколів встановлення типу інгібування досліджуваної речовини з 
мускариновими ацетилхоліновими рецепторами були зареєстровані криві агоніст-індукованих 
скорочень. Рівняння регресії Шілда використовували для встановлення величини афінності 
сполуки-антагоніста. Показник кута нахилу лінії (1.08±0.11, коефіцієнт детермінації R2 = 0.98) 
вказує на конкурентний механізм дії атропіну. Велична афінності цієї сполуки рКВ становила 
9.57±0.2. Аналогічні дослідження були проведені із використанням іпратропію броміду; для 
скорочувальних відповідей гладеньком’язових препаратів трахеї щурів, активованих 
ацетилхоліном і карбахолом (10-10 - 10-4 М). Відповідно до аналізу графіків регресії Шілда 
показано, що, як і атропін, іпратропій є конкурентним антагоністом мускаринових 
ацетилхолінових рецепторів. Отримані нами результати експериментів цілком узгоджуються з 
літературними даними, що підтверджує адекватність застосованих біологічних моделей. 
Було розроблено протокол хімічної оптимізації сполук, що складається з наступних етапів: 
1.Аналіз сайту зв’язування органічних сполук на поверхні mAChRs, та комплексів отриманих 
молекулярним докінгом. 2. Аналіз результатів біологічного тестування і визначення залежностей 
«структура-активність». 3. Побудова моделей взаємодії інгібіторів з mAChRs. 4. Визначення 
напрямків оптимізації активності сполук і підготовка віртуального сету оптимізованих сполук. 5. 



Молекулярний докінг віртуального сету сполук для оцінки взаємодії з mAChRs . 6. Оцінка фізико-
хімічних властивостей віртуального сету сполук (методи XLOGP2 для розрахунку LogP та 
OCHEM для розрахунку LogS). 7. Порівняльний аналіз результатів та відбір сполук для 
тестування. 8. Біологічне тестування оптимізованих сполук, оцінка ефективності інгібіторів 
(ефективність ліганду (LE), ліпофільна ефективність (LipE)) і проведення чергового етапу хімічної 
оптимізації на основі нових отриманих даних. 
Вперше реконструйовано просторову структуру повнорозмірних мускаринових рецепторів 
ацетилхоліну М3 і М2. В результаті реконструкції були отримано два варіанти просторової 
структури рецептора М3. Основні відмінності цих моделей зосереджені в N-термінальному домені 
рецептора (перші шістдесят амінокислотних залишків). В першому варіанті структури цей домен 
не компактизується і формує дві невеликі метастабільні спіралі (5 по 8 та з 39 по 46 амінокислотний 
залишки), що просторово не контактують одна з одною. У другому варіанті структура N-кінцевого 
домена є більш компактною, він формує область all-alpha згортки, що містить три спіральні 
елементи (з 23 по 31, з 33 по 45 та з 48 по 53 залишки), які, на відміну від спіральних елементів у 
першому типі структури, взаємодіють між собою. Компактна частина N-кінцевого домена в цьому 
варіанті розташовується близько до трансмембранного домену, проте не перешкоджає його 
взаємодії з природними ефекторами цього рецептора, зокрема, з ацетилхоліном. У випадку М2 
рецептора N-термінальній домен представлений одиничною альфа-спіраллю. В цілому, всі 
отримані варіанти просторої структури М3та М2 рецепторів є якісними згідно метрик сервіса 
MolPrbity (http://molprobity.biochem.duke.edu), не містять клеш-контактів та стеричних напружень, 
і будуть використані при подальшому виконанні проекту, зокрема, вже задіяні для ідентифікації 
потенційних сайтів зв’язування низькомолекулярних сполук на поверхні mAChRs. 
Було визначено локалізацію сайтів зв’язування ацетилхоліну на поверхні мускаринових 
рецепторів ацетилхоліну М2 і М3 за допомогою процедури сліпого докінга з використанням 
програми SeeSAR, а також методом визначення сайтів зв’язування у програмі Discovery Studio 
Visualizer. Також було ідентифіковано низку інших потенційних алостеричних сайтів зв’язування 
на поверхнях цих рецепторів. Обидва методи визначення сайтів зв’язування показали переважно 
однакові результати. Також результат дуже подібний для обох типів рецепторів, оскільки 
досліджувані макромолекули є гомологічними моделями, що будувалися по одному шаблону. 
Таким чином всі великі сайти зв’язування в обох типах рецепторів геометрично дуже подібні, 
проте відрізняються амінокислотними залишками, що їх формують. Як наслідок, молекулярний 
докінг сполук в такі сайти буде давати різні результати, що забезпечуватиме специфічність 
знайдених активних сполук. Ацетилхолін, згідно сліпого докінгу найкраще зв'язується з ділянкою, 
що знаходиться в складці, сформованій спірально закрученими трансмембранними доменами. Цей 
результат збігається з літературними даними. Цей сайт зв'язування перекривається з іншим сайтом, 
що розташований над ним, між петлями, що зв’язують трансмембранні домени. Також 
ідентифіковано великий сайт зв’язування на зворотній, внутрішньоклітинній частині, сформованій 
трансмембранними доменами, і чотири сайти на С-кінцевому домені. 
5.2. За наявності науково-технічної продукції обґрунтування її переваг у порівнянні з 
існуючими аналогами 
Оптимізовані протоколи структурного аналізу in silico, віртуального скринінгу, біологічного 
тестування та хімічної оптимізації дозволять істотно прискорити і здешевити процедури 
раціонального дизайну біологічно-активних сполук, зокрема сучасних лікарських препаратів та 
засобів захисту рослин нового покоління, порівняно з існуючими підходами. Інформація про 
структуру повнорозмірних М2 та М3 рецепторів ацетилхоліну та закономірності розташування 
сайтів зв’язування низькомолекулярних органічних сполук на їх поверхні дозволить суттєво 
розширити наші уявлення про структурні механізми регуляції активності цих рецепторів, а також 
інших трансмембранних рецепторів з аналогічним механізмом дії. 
5.3. Практична цінність отриманих результатів реалізації Проєкту для економіки та 
суспільства (стосується проєктів, що передбачають проведення прикладних наукових 
досліджень і науково-технічних розробок) 
Технології, розроблені в ході виконання проекту, можуть бути використані як складова 
раціонального дизайну біологічно-активних сполук таргет-орієнтованої дії, зокрема при розробці 
сучасних лікарських препаратів та засобів захисту рослин нового покоління, що поєднуватимуть 




