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АНОТАЦІЯ 

 

Випускна кваліфікаційна робота магістра: 59 сторінок, 8 рисунків, 2 таб-

лиці, 94 джерела. 

 

Об’єкт досліджень – Здатнісь N-ацилетаноламінів (NAEs) до зв’язування 

з рецептором GPR40. 

Мета роботи – Вивчення перспектив використання N-ацилетаноламінів 

як агоністів протеїну GPR40 в лікуванні діабету 2 типу. 

Методи дослідження – молекулярний докінг. 

Застосування методу молекулярного докінгу дозволило показати, що ряд 

сполук NAEs здатні зв'язуватися з активним центром протеїну GPR40, при-

чому тільки насичений С18:0 NAE – N-стеароїлетаноламін – виявив найкра-

щу афінність до цього рецептора. Це може вказувати на їх можливу роль у 

регуляції глюкозового обміну та контролі рівня цукру в крові in vivo. Отри-

мані результати докінг-аналізу вказують на потенційну перспективу викори-

стання N-ацилетаноламінів як антидіабетичних засобів.  

Результати цієї роботи розширють наше розуміння біохімічних механіз-

мів антидіабетичної дії NAEs. Отримані результати можуть послужити осно-

вою для подальшого експериментального та клінічного дослідження N-

ацилетаноламінів як потенційних безпечних антидіабетичних засобів. Отри-

мані дані можуть служити підгрунттям для створення нових терапевтичних 

підходів для лікування діабету 2 типу. 
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ВСТУП 

 

Метаболічні захворювання можуть бути класифіковані як вроджені 

(спричинені спадковою аномалією ферментів) або набуті (спричинені захво-

рюванням ендокринного органу або порушеним метаболічно важливим орга-

ном, таким як печінка або підшлункова залоза). Цукровий діабет – метаболі-

чне захворювання, яке визначається як хронічна гіперглікемія, пов'язана із 

супутніми ураженнями органів і порушеннями обмінних процесів. Цукровий 

діабет 1 типу (він же інсулінозалежний цукровий діабет) є поширеним захво-

рюванням у молодих людей віком до 20 років. Вважається, що це спричинено 

аутоімунним захворюванням, яке призводить до інсуліту і подальшого руй-

нування бета-клітин острівців Лангерганса, що відповідають за синтез інсу-

ліну. Це спричиняє низьку продукцію інсуліну і призводить до підвищення 

рівня глюкози в крові (гіперглікемія). Цукровий діабет 2 типу часто трапля-

ється у літніх людей. Це пов'язано з резистентністю до інсуліну в печінці та 

скелетних м'язах, а також із дефектами клітин острівців Лангерганса. Підви-

щений рівень глюкози в крові (а також високий рівень ліпідів у крові) у хво-

рих на цукровий діабет може призводити до порушення функцій бета-клітин 

і посилення процесів апоптозу в бета-клітин. 

Сучасні протидіабетичні препарати слабко контролюють рівень цукру в 

крові й не можуть запобігти виникненню високого чи низького рівня цукру в 

крові. Широкі коливання рівня цукру в крові чинять токсичний вплив і мо-

жуть спричиняти довгострокові ускладнення у пацієнтів з діабетом, такі як 

ретинопатія, ренопатія, невропатія і захворювання периферичних судин. 

Крім того, пацієнти з діабетом схильні до ризику інших супутніх станів, та-

ких як ожиріння, гіпертонія, інсульт, хвороби серця і гіперліпідемія. 

Метаболічний синдром – це термін, який відноситься до групи з п'яти 

чинників ризику, а саме: абдомінальне ожиріння, високий рівень тригліцери-

дів, високий кров'яний тиск, високий рівень цукру в крові та низький рівень 

ліпопротеїнів високої щільності (ЛПВЩ). Відомо, що ці фактори підвищують 
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ризик виникнення діабету 2 типу та серцево-судинних захворювань. У паціє-

нта, який страждає щонайменше трьома з цих чинників, діагностується мета-

болічний синдром. Контроль рівнів ліпідів і глюкози в крові є невід'ємною 

частиною лікування цукрового діабету 2 типу, серцевих захворювань і фак-

торів ризику метаболічного синдрому. 

За сучасними уявленнями, велику роль у регуляції процесів метаболізму 

глюкози відіграє особливий рецептор GPR40 [1], також званий рецептором 1 

вільних жирних кислот (FAA1). Він являє собою рецептор клітинної поверхні 

і є членом надродини рецепторів, пов'язаних з G-білком (GPCR). Уперше він 

був ідентифікований як рецептор-сирота (рецептор без відомого ліганда). 

GPR40 у високому ступені експресується в бета-клітинах підшлункової зало-

зи і клітинних лініях, що секретують інсулін. Він також експресується в ен-

тероендокринних клітинах, смакових клітинах, імунних клітинах, спленоци-

тах і гoловному мозку.  

Ендогенні ліганди для GPR40 переважно являють собою жирні кислоти. 

GPR40 активується, зокрема, довголанцюговими жирними кислотами, особ-

ливо олеїновою кислотою. Активація GPR40 пов'язана насамперед із 

модуляцією сімейства Gq внутрішньоклітинних сигнальних G-білків і супут-

ньою індукцією підвищених внутрішньоклітинних рівнів кальцію. 

Відомо, що активація рецепторів GPR40 жирними кислотами в клітинах, 

що секретують інсулін, викликає підвищення рівня інсуліну в плазмі. Тобто, 

агоністи GPR40 потенційно можуть забезпечити лікування діабету 2 типу за 

рахунок збільшення вивільнення інсуліну. Крім того, використання агоністів 

GPR40 потенційно може відновити та/або зберегти функції бета-клітин 

острівців Лангергансу (ОЛ); отже, вони можуть бути корисними для затрим-

ки або запобігання зменшенню та втраті функцій острівців у пацієнтів із 

діабетом 2 типу. Це явна перевага перед сучасними препаратами для 

лікування діабету 2 типу, які можуть спричиняти поступову втрату 

активності острівців порівняно з тривалим використанням, що зрештою при-
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зводить до залежності пацієнтів від щоденних ін'єкцій інсуліну для контролю 

рівня цукру в крові. 

Молекулярне моделювання та докінг аналіз є потужними 

інструментами, що дозволяють вивчати взаємодію лігандів з білками та про-

гнозувати їх активність. Один з потенційних молекулярних мішеней для 

лікування діабету 2 типу є протеїн GPR40, який відіграє важливу роль у 

регуляції глюкозового обміну. Дослідження взаємодії N-ацилетаноламінів з 

GPR40 методом молекулярного докінгу може виявитись перспективним у 

пошуку нових антидіабетичних засобів. 

Метою цієї дипломної роботи є проведення in silico досліджень 

взаємодії декотрих N-ацилетаноламінів з протеїном GPR40 за допомогою ме-

тоду молекулярного докінгу та оцінка можливості їх використання як 

антидіабетичних лікарських засобів. Для досягнення цієї мети було визначе-

но такі завдання: 

1. Проаналізувати літературні дані щодо ролі GPR40 в розвитку 

діабету 2 типу та можливості використання N-ацилетаноламінів як агоністів 

рецептору GPR40. 

2. Застосувати програмний пакет AutoDockTools для проведення 

докінгу різних N-ацилетаноламінів з GPR40. 

3. Оцінити енергетичні та просторові параметри взаємодії між N-

ацилетаноламінами та GPR40 для визначення їх потенціалу як лігандів 

GPR40.



РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1 Патофізіологія діабету та шляхи його лікування 

 

Цукровий діабет є хронічним захворюванням, що пов'язане з порушен-

ням метаболізму глюкози та втратою функції бета-клітин підшлункової зало-

зи. Це призводить до зниження вироблення інсуліну та/або зменшення його 

ефективності в периферичних тканинах [2]. 

За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я (WHO), у світі бли-

зько 422 мільйонів дорослих людей мають діабет, з яких більшість - близько 

90-95% - страждає від діабету 2 типу. За прогнозами, ця цифра продовжува-

тиме зростати і досягне 552 мільйонів у 2030 році. 

У 2019 році було зафіксовано понад 1,5 мільйона смертей від діабету 2 

типу у всьому світі. Це становить близько 10% від загальної кількості смер-

тей серед дорослих людей [3]. 

У цукровому діабеті 1 типу, який становить 5-10% від загальної кількос-

ті випадків діабету, відбувається руйнування бета-клітин підшлункової зало-

зи, що призводить до абсолютного дефіциту інсуліну [4]. Це зазвичай спри-

чинюється автоімунними реакціями, в результаті яких імунна система органі-

зму атакує та знищує власні клітини підшлункової залози [5]. У діабеті 1 ти-

пу висока концентрація глюкози в крові веде до гліколізу та синтезу аміноки-

слот, що призводить до зниження концентрації аденозинтрифосфату (АТФ) в 

клітинах. Це може спричинити зниження синтезу білків та ліпідів, а також 

стимулювати глікогеноліз та кетоновий синтез [2].  

У цукровому діабеті 2 типу, який становить більш як 90% випадків діа-

бету, відбувається зниження ефективності інсуліну в периферичних ткани-

нах, що може бути пов'язане з інсулінорезистентністю та порушенням секре-

ції інсуліну. Інсулінорезистентність виникає, коли клітини стають менш чут-

ливими до інсуліну, що змушує підшлункову залозу виробляти більше інсу-
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ліну, щоб забезпечити нормальний рівень глюкози в крові. Проте з часом бе-

та-клітини підшлункової залози можуть виснажитися і перестати виробляти 

достатню кількість інсуліну, що призводить до розвитку гіперглікемії [6]. 

Окрім цього, в діабеті 2 типу також спостерігається зниження продукції 

інкретинових гормонів, таких як GLP-1 (глюкагоноподібний пептид-1) і GIP 

(глюкозозалежний інсулінотропний пептид). Ці гормони стимулюють проду-

кцію інсуліну та знижують рівень глюкози в крові. Зниження продукції ін-

кретинових гормонів може призвести до збільшення рівня цукру в крові та 

сприяти розвитку діабету 2 типу [7]. 

Порушення метаболізму глюкози в діабеті може також призвести до по-

шкодження кровоносних судин, що може привести до розвитку серцево-

судинних захворювань та інших ускладнень. Додатково, діабет 2 типу часто 

супроводжується гіпертензією, дисліпідемією, атеросклерозом та іншими се-

рцево-судинними захворюваннями, що є головною причиною смертності се-

ред пацієнтів з діабетом. 

 

1.1.1 Механізми регуляції секреції інсуліну з β-клітин в острівцях Лан-

герганса 

 

β-C-клітини в острівцях Лангерганса виділяють інсулін у відповідь на 

підвищення рівня глюкози в крові. Різке підвищення рівня глюкози викликає 

швидке вивільнення інсуліну, яке підтримується протягом короткого періоду, 

позначеного як фаза 1, за яким слідує тривалий період нижчої секреції (фаза 

2), на який припадає більша частина секреції інсуліну. Прогресуюче змен-

шення маси β-клітин або секреторної здатності викликає аномалії метаболіз-

му глюкози, що призводить до діабету та його ускладнень [8]. 

Секреція інсуліну з β-клітин в основному контролюється через погли-

нання та метаболізм глюкози, що призводить до швидкого збільшення спів-

відношення АТФ до АДФ і закриття каналу КАТФ із деполяризацією мембра-

ни через інгібування потоку К
+
. Це призводить до активації залежного від 
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напруги кальцієвого каналу з надходженням кальцію та злиттям гранул, що 

містять інсулін, і вивільненням інсуліну. Цей базальний механізм головним 

чином відповідає за швидку першу фазу секреції інсуліну. Піруват, отрима-

ний з глюкози, також може входити в цикл трикарбонових кислот через 

піруватдегідрогеназу (PDH) і піруваткарбоксилазу, які можуть впливати на 

секрецію інсуліну шляхом підвищення рівня сигнальних молекул, отриманих 

від катаплерозу, таких як оксалоацетат, цитрат, глутамат і NADPH [9]. 

Додаткові харчові та нехарчові фактори, включаючи цАМФ, амінокислоти та 

жирні кислоти, можуть прямо чи опосередковано модулювати секрецію 

інсуліну [10]. 

 

1.1.2 Фактори, що сприяють розвитку діабету 2 типу 

 

Згідно з дослідженнями, існує декілька факторів, які можуть сприяти ро-

звитку діабету 2 типу. 

1. Надмірна вага або ожиріння: Епідеміологічні дослідження підт-

верджують, що наявність надмірної ваги або ожиріння є одним з найбільших 

ризикових факторів для розвитку діабету 2 типу. Це пов'язано з тим, що від-

носна інсулінорезистентність збільшується зі збільшенням маси тіла та жи-

рової тканини [11]. 

2. Неправильне харчування: Згідно з дослідженнями, дієта, багата 

вуглеводами та насиченими жирними кислотами, може збільшувати ризик 

розвитку діабету 2 типу. Натомість, дієта, багата рослинними продуктами, 

білками та ненасиченими жирними кислотами, може знижувати ризик розви-

тку цього захворювання [12]. 

3. Недостатня фізична активність: Низький рівень фізичної актив-

ності також може сприяти розвитку діабету 2 типу. Дослідження показали, 

що збільшення рівня фізичної активності може покращити чутливість клітин 

до інсуліну та знизити ризик розвитку діабету 2 типу [13]. 
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4. Генетична схильність: Генетична схильність також може вплива-

ти на ризик розвитку діабету 2 типу. Люди з родинною історією цього захво-

рювання мають більший ризик його розвитку [14]. 

5. Вік: Ризик розвитку діабету 2 типу збільшується зі зростанням ві-

ку.  

Вік є одним з найважливіших факторів ризику розвитку діабету 2 типу 

[15]. За даними досліджень, з віком зменшується чутливість тканин до інсу-

ліну, що може призвести до розвитку інсулінорезистентності та діабету 2 ти-

пу. Це пояснюється тим, що зі зростанням віку збільшується вміст жирової 

тканини, зокрема в брюшній порожнині, що може сприяти розвитку інсулі-

норезистентності. Крім того, зі зростанням віку може відбуватися погіршання 

функції підшлункової залози, що відповідає за вироблення інсуліну. 

 

1.1.3 Методи лікування та профілактики діабету 2 типу 

 

Наукові дослідження показали, що ризик розвитку діабету 2 типу збіль-

шується більше, ніж удвічі, кожні десять років після 40 років [16]. З іншого 

боку, за даними досліджень, раннє виявлення інсулінорезистентності та діа-

бету 2 типу та раннє введення необхідних заходів може знизити ризик розви-

тку ускладнень та поліпшити прогноз хвороби [17]. 

Основними методами лікування діабету є збільшення чутливості клітин 

до інсуліну, стимулювання вироблення інсуліну та зниження рівня глюкози в 

крові [18]. 

Основні методи лікування включають зміну стилю життя, дієту, фізичну 

активність та лікування медикаментами. Важливим елементом зміни стилю 

життя є збільшення фізичної активності та зменшення ваги. Регулярна фізич-

на активність зменшує інсулінорезистентність, допомагає знизити глюкозу в 

крові та знижує ризик розвитку серцево-судинних захворювань. Дієта повин-

на бути багата на овочі, фрукти, злаки та білкові продукти. Варто уникати 

продуктів з високим вмістом цукру та жирів. 
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Якщо зміна стилю життя не призводить до достатнього контролю глю-

кози в крові, лікар може призначити медикаментозне лікування. Ліки 

націлені на зниження рівня глюкози в крові, поліпшення 

інсулінорезистентності та запобігання ускладнень. До найбільш часто вико-

ристовуваних ліків належать метформін, сульфонілуреї та тіазолідиндіони 

[19]. 

Діабет 2 типу можна лікувати різними способами, включаючи зміни в 

стилі життя, пероральні препарати, ін’єкційні ліки та інші методи. 

Основною метою змін в стилі життя є контроль рівня глюкози в крові, 

зменшення ваги та поліпшення фізичної активності. В цьому допоможуть 

збалансована дієта, зменшення кількості вживаного алкоголю та здійснення 

регулярних фізичних вправ. Дослідження показали, що збалансована дієта з 

низьким вмістом вуглеводів та насичених жирів може підвищити чутливість 

до інсуліну та зменшити ризик розвитку ускладнень діабету 2 типу [20]. 

Пероральні препарати включають метформін, сульфонілуреї та 

тіазолідіндіони. Метформін є першим рядком терапії та допомагає знизити 

рівень глюкози в крові, зменшити інсулінорезистентність та знизити ризик 

розвитку серцево-судинних ускладнень [21]. Сульфонілуреї та 

тіазолідіндіони також можуть знизити рівень глюкози в крові, але мають ри-

зик побічних ефектів, таких як гіпоглікемія та збільшення ваги. 

Ін’єкційні ліки включають інсулін та інгібітори ДПП-4 

(діпептидилпептидаза-4). Інсулін зменшує рівень глюкози в крові та може 

бути призначений як монотерапія або в комбінації з іншими ліками. 

Інгібітори ДПП-4 зменшують рівень глюкози в крові, підвищують синтез 

інкретин та збільшують відчуття ситості після їжі. 

Для пацієнтів, які мають високий ризик серцево-судинних ускладнень, 

рекомендовано використання інгібіторів SGLT2 та GLP-1 [22]. Ці препарати 

не тільки знижують рівень глікемії, але й мають кардіопротективний та неф-

ропротективний ефекти. 
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Нарешті, для тяжких випадків діабету 2 типу з високими рівнями 

глікемії, призначається гастроінтестинальний обхідний шлях (bariatric 

surgery). Цей метод не тільки зменшує вагу, але й має значний ефект на глю-

козу та інші метаболічні показники [23]. 

Крім того, останнім часом активно досліджуються нові класи лікарських 

засобів, зокрема агоністи GPR40, які здатні стимулювати секрецію інсуліну 

та підтримувати нормальний рівень глюкози в крові. 

Згідно з дослідженням "In silico дослідження перспективи використання 

N-ацилетаноламінів в якості антидіабетичних лікарських засобів як агоністів 

протеїну GPR40 методом молекулярного докінгу та динаміки" [24], N-

ацилетаноламіни можуть бути перспективними антидіабетичними лікар-

ськими засобами як агоністи протеїну GPR40. Окрім того, інші дослідження 

також зосереджуються на розробці нових класів антидіабетичних лікарських 

засобів. 

Наприклад, дослідження [25] розглядає нові перспективні підходи до лі-

кування діабету, такі як застосування наночастинок та генної терапії. Зокре-

ма, використання наночастинок може поліпшити доставку лікарських засобів 

до клітин, що може допомогти знизити дозу ліків та запобігти побічним 

ефектам. 

Дослідження [26] зосереджується на розробці нових лікарських засобів 

на основі природних речовин. Зокрема, автори дослідження вивчають 

можливість використання рослинних екстрактів, які мають антиоксидантні 

властивості та здатні знизити рівень глюкози в крові. 

Отже, дослідження у галузі розробки нових антидіабетичних лікарських 

засобів триває, і це може привести до винайдення більш ефективних та без-

печних методів лікування діабету. 
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1.2 Жирні кислоти та модуляція вивільнення інсуліну 

 

Жирні кислоти відіграють складну роль у фізіології секреції інсуліну, а 

також беруть участь у порушенні функції та маси β-клітин, що призводить до 

діабету 2 типу. Вплив жирної кислоти на β-клітини in vitro та in vivo має 

двофазний ефект. Вплив жирних кислот не стимулює вивільнення інсуліну; 

скоріше, жирні кислоти здатні залежно від дози збільшувати кількість інсулі-

ну, що секретується під впливом підвищених концентрацій глюкози. Крім то-

го, жирні кислоти важливі для підтримки нормальної секреції інсуліну [8]. 

Було показано, що зниження рівня жирних кислот у голодних щурів шляхом 

інгібування ліполізу нікотиновою кислотою значно зменшує подальшу сек-

рецію інсуліну, стимульовану глюкозою. Підвищення рівня циркулюючих 

жирних кислот помітно збільшило вивільнення інсуліну другої фази [27]. На-

впаки, хронічний вплив підвищеного вмісту жирних кислот має шкідливий 

вплив на функцію β-клітин із підвищенням базальної секреції інсуліну, але 

зниженим стимульованим вивільненням глюкози. Крім того, жирні кислоти 

можуть призвести до значного зниження секреції інсуліну в результаті заги-

белі β-клітин [28] або потенційної дедиференціації β-клітин [29], що призво-

дить до розвитку діабету 2 типу. 

Окислення жирних кислот не потрібне для посилення секреції інсуліну, 

оскільки інгібування карнітинпальматоїлтрансферази-1 (CPT-1), відповідаль-

ної за імпорт жирних кислот [30] у мітохондрії для окислення, призводить до 

посилення стимульованої глюкозою секреції інсуліну в клітинах, оброблених 

пальмітатом. Модель довголанцюгового ацил-КоА (LC-КоА) стимульованої 

глюкозою секреції інсуліну передбачає, що цитоплазматичний малоніл-КоА, 

отриманий із підвищених рівнів цитрату після впливу глюкози, пригнічує 

СРТ-1, пригнічуючи поглинання LC-КоА та окислення жирних кислот, що 

призводить до підвищення цитоплазматичних рівнів LC-CoA [31]. Важли-

вість LC-CoA для посилення секреції інсуліну підкреслюється дослідження-

ми, які показують, що зниження LC-CoA через посилений катаболізм або ін-
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гібування утворення LC-CoA інгібуванням триаксин-C синтази ацил-CoA 

усуває здатність жирних кислот для посилення секреції інсуліну [32]. 

LC-CoA мають різноманітні метаболічні долі, але самі по собі можуть 

функціонувати як метаболічні регулятори та сигнальні молекули. Було за-

пропоновано, що LC-CoA модулюють активність КАТФ. Деякі дослідження 

показали, що LC-CoA активують KATФ [33], тоді як інші припускають, що 

зниження концентрації LC-CoA посилює закриття KATФ-каналів [34], поси-

люючи деполяризацію мембрани. Утворення фосфатидної кислоти та діацил-

гліцеринів також може бути важливим кінцевим продуктом метаболізму LC-

CoA, який бере участь у стимульованій глюкозою секреції інсуліну. Рівень 

діацилгліцерину підвищується після впливу глюкози, що, у свою чергу, може 

активувати протеїнкіназу С, а також модулювати білки на секреторних гра-

нулах інсуліну, обидва з яких, як було показано, покращують секрецію інсу-

ліну [35].  

 

1.3 GPR40 як терапевтична мішень для лікування діабету 2 типу 

 

1.3.1 Біологічна функція GPR40 

 

Стимуляція секреції інсуліну глюкозою може регулюватися кількома 

поживними, гормональними та фармакологічними факторами. Жирні кисло-

ти потенціюють секрецію інсуліну через утворення внутрішньоклітинних си-

гнальних молекул і через активацію рецепторів клітинної поверхні. Для 

GPR40, також відомий як рецептор 1 вільної жирної кислоти (FFAR1), було 

виявлено функцію у 2003 році як рецептора FFAs (як насичених, так і нена-

сичених) із середнім і довгим ланцюгами [36]. Було виявлено, що GPR40 є 

важливим компонентом у посиленні жирними кислотами секреції інсуліну. 

GPR40 сильно експресується в β-клітинах підшлункової залози, а також, хоча 

й меншою мірою, в інших тканинах, включаючи кишковий тракт, кісткові 

клітини, епітеліальні клітини легень, мозок і моноцити [37, 38]. Добре задо-

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.translate.goog/pmc/articles/PMC5026568/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=uk&_x_tr_hl=en-US&_x_tr_pto=wapp#R109
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кументована функція GPR40 полягає в опосередкуванні ефектів FFAs, таких 

як лінолева кислота та ліноленова кислота, на стимульовану глюкозою сек-

рецію інсуліну в β-клітинах підшлункової залози [39]. Втрата функції GPR40 

через siRNA (мала інтерферуюча РНК) в β-клітинах [40] або делеція гена у 

мишей Gpr40 
−/− 

[41] послідовно призводили до значного зниження секреції 

інсуліну, індукованої FFAs. Навпаки, трансгенна надекспресія GPR40 запобі-

гала розвитку гіперглікемії у мишей, яких годували дієтою з високим вміс-

том жирів, і покращувала секрецію інсуліну та толерантність до глюкози у 

генетично хворих на діабет мишей [42]. Крім того, було показано, що 

GW1100, антагоніст GPR40, пригнічує опосередковану GPR40 секрецію ін-

суліну в лінії β-клітин MIN6 [43]. У людей природний варіант GPR40 

(G180S) зменшує здатність β-клітин підшлункової залози сприймати ліпіди 

та погіршує секрецію інсуліну, індуковану FFAs [44]. GPR40-

опосередкований вплив на стимульовану глюкозою секрецію інсуліну був 

пов’язаний із збільшенням кількості Ca
2+ 

і не змінювалися інгібуванням поза-

клітинних сигнал-регульованих кіназ, що були також активовані, коли FFAs 

зв’язувалися з GPR40 [45]. Прийом їжі активує GPR40, що експресується на 

ентероендокринних клітинах кишкового тракту, опосередковуючи секрецію 

гормонів інкретину [46], які також стимулюють вивільнення інсуліну β-

клітинами. Повні агоністи GPR40 підвищували рівень інкретину в мишачій 

моделі цукрового діабету 2 типу, нормалізуючи рівень глюкози в крові [47]. 

Миші Gpr40
−/−

 мають знижену секрецію інкретину та інсуліну у відповідь на 

жир, і вони не захищені від резистентності до інсуліну, спричиненою дієтою 

з високим вмістом жиру [48]. 

Було показано, що багато FFAs та їх похідні, включаючи лауринову кис-

лоту, міристинову кислоту, пальмітинову кислоту, олеїнову кислоту, ліноле-

ву кислоту, ліноленову кислоту, арахідонову кислоту, ейкозапентаєнову кис-

лоту та 9-гідроксіоктадекадієнову кислоту, є ендогенними лігандами як 

GPR40, так і PPARγ. Усі тіазолідиндіони, включаючи циглітазон, трогліта-
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зон, розиглітазон і піоглітазон, зв’язуються з GPR40 і активують його з пода-

льшою передачею сигналу, що включає шляхи стрес-кінази [49]. 

 

1.3.2 Роль G-білок-зв'язаних рецепторів та жирних кислот в посиленні 

секрецію інсуліну 

 

Високопродуктивні скринінгові аналізи дозволили ідентифікувати ендо-

генні ліганди для G-білкових рецепторів (GPCR) [50]. Ці методології скрині-

нгу дозволили подальшу ідентифікацію GPCR, які реагують на жирні кисло-

ти, причому окремі GPCR демонструють відносну селективність до довжини 

ланцюга жирної кислоти та ступеня насичення [51]. GPR40 сильно експресу-

ється в β-клітинах і виявився ключовим білком, що опосередковує потенцію-

вання інсуліну вільними жирними кислотами, і привабливою мішенню для 

посилення секреції інсуліну у пацієнтів з діабетом 2 типу. GPR40 є членом 

підродини гомологічних GPCR без інтронів, розташованих на хромосомі 

19q13.1, до яких належать GPR41, GPR42 і GPR43 [52]. Подальші досліджен-

ня двох груп ідентифікували вільні жирні кислоти як ліганди для білка 

GPR40 [53, 54], і GPR40 демонструє вищу спорідненість до довголанцюгових 

жирних кислот із напівмаксимальною ефективною концентрацією (EC50) у 1–

2 мкмоль/л. діапазон [55]. 

Схоже, що GPR40 відіграє важливу роль у опосередкованому жирними 

кислотами посиленні секреції інсуліну. siRNA або опосередковане олігонук-

леотидом зниження GPR40 у β-клітинних лініях або ізольованих мишачих 

острівцях зменшувало посилення жирними кислотами секреції інсуліну [56, 

57]. Подібним чином, порушення GPR40 у мишей (GPR40
−/−

) зменшує індук-

цію секреції інсуліну жирними кислотами [58] in vivo. Навпаки, трансгенна 

надекспресія GPR40 призводить до покращення стимульованої глюкозою се-

креції інсуліну у мишей як у дикого типу, так і у мишей з діабетом [59]. Ост-

рівці, виділені від цих тварин, продемонстрували стійку реакцію на пальмі-

тинову кислоту in vitro порівняно з контролем. Результати цих досліджень 
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показують, що ~50% посилення секреції інсуліну жирними кислотами опосе-

редковується GPR40. 

Схоже, що зв’язування жирної кислоти з GPR40 активує комплекс Gαq/11-

протеїн, що призводить до активації фосфоліпази С (PLC) [53]. PLC гідролі-

зує мембранні ліпіди, що містять фосфоінозитол, утворюючи інозитол 1,4,5-

трифосфат (IP3) і діацилгліцерин. IP3, у свою чергу, здається, опосередковує 

підвищення внутрішньоклітинних рівнів Ca
2+

, яке відбувається після актива-

ції GPR40. Дослідження групи Poitout [60] показують, що утворення діацилг-

ліцерину може бути ключовою подією після активації GPR40. Вони показа-

ли, що острівці, отримані від мишей з генетичним порушенням GPR40 

(GPR40
−/−

), нормально реагували на глюкозу, але не показали збільшення се-

креції інсуліну після впливу олеїнової кислоти. Однак лікування проникним 

для клітин діацилгліцерином значно збільшило секрецію інсуліну другої фа-

зи як в острівцях дикого типу, так і в GPR40
−/−

. Жирні кислоти індукують фо-

сфорилювання та активацію фосфоліпази D1 (PKD1), яка, імовірно, модулює 

реорганізацію мережі коркового актину, яка лежить в основі другої фази сек-

реції інсуліну [8]. «Нокдаун» білка PKD1 пригнічує посилення жирними кис-

лотами секреції інсуліну. Залишається невизначеним, як активація опосеред-

кованої GPR40 активації Gαq/11 призводить до підвищення активності PLC і чи 

є активація PKD єдиним способом підвищення рівня діацилгліцеролу (DAG) 

у відповідь на стимуляцію глюкозою в β-клітинах. 

 

1.3.3 Чи існує потенціал несприятливих наслідків тривалої стимуляції 

GPR40? 

 

Численні дослідження in vivo та in vitro показали, що тривалий вплив 

жирних кислот, з або без підвищеного рівня глюкози, призводить до секрето-

рних дефектів β-клітин і прямих токсичних ефектів, які призводять до заги-

белі β-клітин. Дослідження на людях свідчать про наявність генетичної схи-

льності до впливу жирних кислот, оскільки родичі першого ступеня пацієнтів 
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з діабетом 2 типу без ознак захворювання були значно більш сприйнятливи-

ми до порушення секреції інсуліну через підвищення рівня жирних кислот у 

плазмі [61]. Враховуючи вплив тривалого впливу жирних кислот, різні дослі-

дження на тваринах із порушенням GPR40 викликали суперечки щодо поте-

нційної ролі GPR40 у посередництві «токсичних» ефектів жирних кислот. У 

початковому дослідженні Steneberg et al. [62] показали, що порушення 

GPR40 в β-клітинах знижує здатність жирних кислот потенціювати секрецію 

інсуліну, як це передбачає біологія рецепторів in vitro. Але порушення GPR40 

захистило мишей від несприятливих наслідків тривалого впливу жирних ки-

слот і згубного впливу дієти з високим вмістом жирів на секрецію інсуліну. 

Це попереднє дослідження показало, що антагоніст GPR40 може бути життє-

здатною мішенню для лікування діабету. Подальші дослідження, проведені 

двома групами, не змогли відтворити ці результати [63, 64] з аналогічним по-

рушенням функції острівців після впливу in vitro та in vivo жирних кислот. 

Група вчених [65] використовували мишей із порушенням GPR40 у всьому 

тілі та досліджували гомеостаз глюкози та секрецію інсуліну in vivo та дина-

міку секреції інсуліну in vitro після короткочасного та тривалого впливу жи-

рних кислот. Миші GPR40
−/−

 були фенотипово подібними до тварин дикого 

типу та не показали змін у рівнях глюкози чи інсуліну на початковому рівні 

або у відповідь на тест на толерантність до глюкози. Інфузія жирних кислот у 

формі інтраліпіду посилювала секрецію інсуліну у мишей дикого типу, але 

цей ефект був знижений на 50% у мишей GPR40
−/−

. Острівці, виділені від 

мишей дикого типу та GPR40
−/−

, показали ідентичну секрецію інсуліну у від-

повідь на різке підвищення рівня глюкози в середовищі та деполяризацію 

KCl. Однак посилення вивільнення інсуліну жирними кислотами було зни-

жено в острівцях, отриманих з GPR40
−/−

, але показало подібне зниження сек-

реції інсуліну після інкубації з пальмітиновою кислотою протягом 72 годин. 

Причина цих суперечливих результатів не ясна, хоча потенційні причини бу-

ли описані раніше [66]. 
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1.3.4 Фармакологія in vivo агоністів GPR40 на моделях гризунів 

 

Розробка синтетичних агоністів GPR40 зі сприятливим впливом на сек-

рецію інсуліну in vitro та in vivo продемонструвала, що активація рецептора є 

життєздатним варіантом лікування діабету. Було розроблено велику кількість 

синтетичних агоністів рецептора GPR40, деякі з яких, імовірно, повторюють 

дію жирних кислот на посилення секреції інсуліну [8]. На підставі первинно-

го спостереження Котарського [67], що деякі тіазолідиндіони можуть активу-

вати поверхневі рецептори, пізніше визначені як GPR40, Tan et al. [68] пере-

вірили бібліотеку тіазолідиндіонів і оптимізували провідного кандидата 

(Cpd-B). Ці молекули підвищували секрецію інсуліну в острівцях, виділених 

від мишей дикого типу, але були неактивними в острівцях від мишей 

GPR40
−/−

. Важливо, що вплив острівців дикого типу та GPR40
−/−

 показало 

зниження секреції інсуліну після 3 днів впливу вільних жирних кислот, тоді 

як вплив Cpd-B не мав жодного впливу на секрецію інсуліну. Подібним чи-

ном перорально активне похідне (2,3-дигідро-1-бензофуран-3-іл) оцтової ки-

слоти показало залежне від дози зниження рівня глюкози у щурів Goto-

Kakizaki (GK), моделі діабету 2 типу з порушенням рівня глюкози, залежна 

від інсуліну секреція. Подібні результати були знайдені з іншими агоністами 

[69]. Tsujihata та ін. [70] досліджували ефект TAK-875, перорального біоак-

тивного агоніста GPR40 з EC50 для активації рецептора 72 нмоль/л. Як і у ви-

падку з Cpd-B, тривалий вплив TAK-875 на острівці щурів не впливав на 

опосередковану глюкозою секрецію інсуліну. Щури, які відчували неперено-

симість глюкози шляхом багаторазового введення низьких доз стрептозото-

цину, показали дозозалежне покращення толерантності до глюкози. Подіб-

ним чином TAK-875 підвищував рівень інсуліну та знижував концентрацію 

глюкози в плазмі у жирних щурів з діабетом Zucker, моделі інсулінорезисте-

нтного діабету 2 типу. У сукупності ці дослідження надають додаткові дока-

зи того, що хронічна активація GPR40 не опосередковує токсичність жирних 

кислот у β-клітинах[8]. 



22 

 

1.3.5 Дослідження на людях з агоністом GPR40 TAK-875 

 

TAK-875 був першим агоністом GPR40, який було перевірено на ефек-

тивність у людей. Початкові дослідження показали, що сполука швидко 

всмоктується з періодом напіврозпаду 28–30 годин і очищається переважно 

шляхом глюкуронідації в печінці з мінімальним кліренсом із сечею [71]. Ран-

домізоване 14-денне дослідження фази I експозиції у двох пацієнтів з діабе-

том показало залежне від дози зниження рівня глюкози натщесерце та після 

провокаційного введення глюкози та підвищення рівня С-пептиду в сироват-

ці після перорального тесту на толерантність до глюкози [72]. 

На підставі цих сприятливих результатів було проведено 12-тижневе по-

двійне сліпе плацебо-контрольоване дослідження фази ІІ за участю пацієнтів 

з діабетом 2 типу, у якому порівнювали щоденне введення TAK-875 і гліме-

піриду з плацебо [73]. Суб’єкти з HbA1c між 7,5 і 10,9%, які або раніше не 

приймали ліки (24), або отримували терапію лише метформіном (76%), були 

рандомізовані для плацебо (n = 61), TAK-875 (6,25, 25, 50, 100, або 200 мг) (n 

= 303), або глімепірид (4 мг) (n = 62). Наприкінці лікування рівень HbA1c зна-

чно впав порівняно з вихідним у групі TAK-875 між -0,65 ± 0,114 і -1,12% ± 

0,113%, що було подібно до рівня глімепіриду, який знизився на -1,05 ± 

111%. Обидві групи активного лікування показали більшу ефективність, ніж 

плацебо (-0,13 ± 115%). Були послідовні, значні зміни, спричинені TAK-875 у 

дозах >50 мг/добу, у рівні глюкози в крові натщесерце, і вони були подібні до 

змін, що спостерігалися у пацієнтів, які отримували глімепірид. Початок дії 

був швидким, зміни рівня глюкози в крові натще відбулися в перші 2 тижні 

лікування. Важливо відзначити, що з часом не спостерігається зниження ефе-

ктивності, що свідчить про те, що агоніст GPR40 не викликає дисфункції β-

клітин при тривалому лікуванні, що є аргументом проти потенційного не-

сприятливого ефекту сполук при тривалому впливі [8]. 

Дані вимірювань рівня інсуліну натще та стимульованого глюкозою рів-

ня інсуліну свідчать про те, що механізм дії TAK-875 зумовлений посилен-
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ням секреції інсуліну. Чутливість до інсуліну, оцінена за індексом Мацуди 

[74], не змінилася порівняно з вихідним рівнем у жодній групі лікування. 

Більш високі дози TAK-875 (25, 100 і 200 мг/день) збільшували секрецію ін-

суліну β-клітинами, що оцінювалося значним збільшенням співвідношення 

C-пептид/глюкоза через 30 хвилин під час орального тесту на толерантність 

до глюкози. Незважаючи на те, що глімепірид є прискорювачем секреції ін-

суліну, у пацієнтів, які отримували глімепірид, ефекту не спостерігалося по-

рівняно з пацієнтами, які приймали плацебо. Це було пов’язано з тим фактом, 

що тест проводився через 24 години після останньої дози препарату, де знач-

но довший період напіврозпаду TAK-875 порівняно з глімепіридом може 

спричинити залишкові ефекти [71]. 

Профіль побічних ефектів був подібним між групами лікування, за виня-

тком значно вищого рівня гіпоглікемії та значного збільшення ваги в групі 

глімепіриду порівняно з плацебо. У групі TAK-875 не спостерігалося суттє-

вої зміни ваги порівняно з вихідним рівнем, але спостерігалося невелике, 

значне збільшення ваги порівняно з групою плацебо, яка продемонструвала 

невелику втрату ваги протягом 12-тижневого періоду лікування. Не було 

значного впливу TAK-875 на артеріальний тиск або параметри ліпідів протя-

гом періоду лікування. Позитивні результати будуть додатково досліджені в 

поточних клінічних дослідженнях III фази, щоб повністю зрозуміти безпеку 

та ефективність агоністів GPR40 у лікуванні діабету 2 типу [8]. 

Проте, не дивлячись на те, що TAK-875 здавався перспективним проти-

діабетичним препаратом, його розробка була припинена в 2013 році через 

ризик можливого ураження печінки. Хоча причина ураження печінки зали-

шається незрозумілою, GPR40 не експресується в печінці людини, що свід-

чить про те, що токсичність може бути викликана не самим рецептором 

GPR40, а хімічними характеристиками TAK-875 або його дозою, яка викори-

стовувалась в клінічних випробуваннях [1]. 
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1.4 Огляд N-ацилетаноламінів як потенційних антидіабетичних  

лікарських засобів та їх механізмів дії 

 

Ендоканабіноїди – це великий клас біологічно активних ліпідних медіа-

торів, який складається з амідів, ефірів та етерифікованих похідних довгола-

нцюжкових насичених та ненасичених жирних кислот, які можуть синтезува-

тись практично в усіх органах та тканинах теплокровних [75].  

До ендоканабіноїдів належить клас мінорних ліпідів – N-

ацилетаноламіни (NAEs). NAEs є класом біологічно-активних ендогенних 

сполук, які складаються з амідної групи (етаноламіну) та жирної кислоти, що 

зв'язані між собою (рис. 1.1). 

 

 

 

Рис.1.1. Деякі представники N-ацилетаноламінів 
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Їх хімічна структура включає N-ацильну групу, яка походить від жирної 

кислоти, та етаноламінову групу, яка містить амінну та гідроксильну групи. 

Жирні кислоти, які можуть бути пов'язані з етаноламіном, можуть бути різ-

них довжин та структури, включаючи стеаринову кислоту, арахідонову кис-

лоту, пальмітинову кислоту та інші [76]. 

N-ацилетаноламіни є природними речовинами, які зустрічаються у різ-

них організмах, включаючи людей, тварин та рослини. Вони можуть бути 

синтезовані в організмі шляхом ферментативної ацетилювання аміну звіль-

неної жирної кислоти та етаноламіну. Також N-ацилетаноламіни можуть бу-

ти отримані з дієтарних джерел, таких як риба, м'ясо, олія, або викори-

стовуватися в якості дієтичних доповнень [77]. 

N-арахідоноїлетаноламід (анандамід; AEA) та 2-арахідоноїлгліцерол (2-

АГ) є найбільш відомими та добре вивченими з класу N-ацилетаноламінів 

(NAEs). Вони взаємодіють зі специфічними рецепторами CB1 та CB2, у той 

час як N-стеароїлетаноламін (NSE), який також є насиченим NAE і має кана-

біміметичні властивості, не активує рецептори CB, але може взаємодіяти з 

рецепторами TRPV1 та PPAR, які активуються при проліферації пероксисом 

[78]. 

Ендоканабіноїди відіграють важливу роль у багатьох фізіологічних фун-

кціях і проявляють широкий спектр біологічної активності, включаючи про-

тизапальну, антиоксидантну, мембраностабілізуючу, імуномодулюючу, ней-

ропротекторну та адаптогенну дію. Порушення регуляції ендоканабіноїдної 

системи пов'язують з численними захворюваннями, і тому фармакологічна 

модуляція цієї системи є перспективною стратегією для лікування запальних, 

нейродегенеративних, серцево-судинних, метаболічних захворювань, іше-

мії/реперфузії та раку. 

Ендоканабіноїди також відіграють роль у енергетичному метаболізмі 

периферичних тканин, а метаболізм жирової тканини та гормональна секре-

ція є прямо залежними від активації та інгібування ендоканабіноїдної систе-

ми. Активація CB1 рецепторів у адипоцитах сприяє накопиченню ліпідів у 
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жирових краплях, зниженню рівня адипонектина, активності PPARγ та збі-

льшенню активності ліпопротеїнліпази. Тому канабіноїдна система відіграє 

роль у патогенезі цукрового діабету 2-го типу, і регуляція активності цієї си-

стеми може бути цікавим підходом для терапії цього захворювання, яке має 

поліфакторний характер [79]. 

 

1.4.1 Роль N-ацилетаноламінів у регуляції рівня глюкози в крові та 

вплив на інсулінорезистентність 

 

N-ацилетаноламіни, зокрема N-арахідоноїлетаноламін (ANA) та N-

олеоїлетаноламін (NOE), відіграють важливу роль у регуляції рівня глюкози 

в крові. Вони впливають на різні аспекти обміну глюкози, що сприяє забез-

печенню глікемічної контролю. 

ANA і NOE виробляються в організмі з відповідних ненасичених жир-

них кислот та етаноламіну за участю ферментів. Ці сполуки взаємодіють з рі-

зними рецепторами та факторами регуляції, що мають вплив на обмін глюко-

зи [80]. 

Один з механізмів, за якими N-ацилетаноламіни впливають на регуляцію 

рівня глюкози, пов'язаний з активацією пероксисомального активованого ре-

цептора α (PPAR-α). ANA активує PPAR-α, що сприяє зниженню рівня глю-

кози в крові шляхом збільшення окиснення жирних кислот і зменшення глю-

конеогенезу (синтезу глюкози) у печінці. 

NОE, з свого боку, впливає на рівень глюкози в крові шляхом стимуляції 

глюкозового транспорту. Він активує білок-транспортер глюкози типу 4 

(GLUT4) в скелетних м'язах та адипоцитах, що сприяє збільшенню погли-

нання глюкози цими тканинами. 

Крім того, N-ацилетаноламіни можуть впливати на інші процеси, пов'я-

зані з обміном глюкози, такі як гліколіз (розщеплення глюкози) та окислення 

глюкози. Дослідження показують, що ці сполуки можуть модулювати актив-
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ність ферментів, що відповідають за ці процеси, і таким чином впливати на 

рівень глюкози в організмі [81]. 

Інсулінорезистентність є ключовим фактором у розвитку діабету 2 типу. 

Н-ацилетаноламіни, зокрема N-арахідоноїлетаноламін (ANA) і N-

олеоїлетаноламін (NOE), проявляють потенційну здатність впливати на інсу-

лінорезистентність та поліпшувати чутливість тканин до інсуліну. 

ANA та NOE взаємодіють з різними рецепторами та факторами сигналі-

зації, які є важливими у регуляції інсулінорезистентності. Один з ключових 

рецепторів, з яким вони взаємодіють, є пероксисомальний активований реце-

птор α (PPAR-α). Активація PPAR-α сприяє зменшенню інсулінорезистент-

ності шляхом поліпшення метаболізму жирних кислот та зменшення запаль-

ного відгуку [82]. 

ANA також впливає на інсулінорезистентність шляхом модуляції актив-

ності інсулін-сигнальних шляхів. Він може впливати на фосфорилювання та 

активацію інсулінового рецептора, а також на активність інсулін-залежних 

кіназ. Це сприяє поліпшенню інсулінорезистентності та підвищенню чутли-

вості тканин до інсуліну. 

NОE, з свого боку, впливає на інсулінорезистентність шляхом зміни ак-

тивності різних факторів, пов'язаних з обміном глюкози. Він може модулю-

вати активність білків-транспортерів глюкози, таких як GLUT4, і поліпшува-

ти поглинання глюкози в тканинах [83]. 

Дослідження на тваринах та клітинах підтверджують потенційну роль N-

ацилетаноламінів у зменшенні інсулінорезистентності та поліпшенні чутли-

вості до інсуліну. Вони можуть бути перспективними кандидатами для роз-

робки нових антидіабетичних лікарських засобів. 

N-ацилетаноламіни можуть впливати на глюкозовий транспорт та мета-

болізм, що впливає на рівень глюкози в крові. Наприклад, NOE виявляє здат-

ність стимулювати глюкозовий транспорт шляхом активації білка-

транспортера глюкози типу 4 (GLUT4) в скелетних м'язах та адіпоцитах. 

Крім того, деякі N-ацилетаноламіни можуть впливати на глюкозовий метабо-
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лізм, включаючи інгібування глюконеогенезу (синтезу глюкози) та сприяння 

гліколізу (розщеплення глюкози) [84]. 

При вивченні впливу NSE  на стан антиоксидантної системи та ліпідний 

склад печінки щурів за інсулінорезистентного стану було виявлено, що NSE 

відновлює про-/антиоксидантний баланс печінки щурів шляхом корекції лі-

підного дисбалансу тканини печінки, спричиненого жировим навантаженням. 

В проведених дослідженнях, було виявлено, що введення NSE за інсуліноре-

зистентного стану сприяє загальному відновленню рівня основних фосфолі-

підів печінки щурів, що корелює зі зниженням рівня інсуліну у плазмі крові 

та покращенням чутливості до нього [85, 86]. Застосування NSE щурам з ін-

сулінорезистентним станом, спричиненим розвитком аліментарного ожирін-

ня, сприяє відновленню розподілу жирних кислот між ліпідними фракціями 

печінки щурів, що може бути пов’язано з його модулювальною дією на акти-

вність основних десатураз та є важливим для підтримання функціонального 

стану інсулінозалежної тканини печінки щурів за цієї патології [87, 88]. За дії 

NSE відбувається нормалізація процесів пероксидного окиснення ліпідів та 

протеїнів в печінці щурів з індукованим інсулінорезистентним станом, що 

може мати протекторний вплив на інсулінозалежну тканину печінки за умов 

жирового навантаження. Застосування NSE щурам з експериментальним ін-

сулінорезистентним станом сприяє відновленню активності основних ензи-

мів антиоксидантного захисту, пригнічення активності яких було спричинено 

зростанням вмісту продуктів пероксидації ліпідів та протеїнів за умов дієти з 

високим вмістом насичених жирів [89].  
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РОЗДІЛ 2 

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

2.1 Конструювання лігандів 

 

Просторові структури  N-олеоїлетаноламіну (NOE), N-ліноїлетаноламіну 

(NLE) було сконструйовано за допомогою онлайн 3D редактора просторових 

структур CORINA Classic. Цей редактор дозволяє на підставі відомої струк-

турної чи молекулярної формули певної речовини створити комп’ютерну мо-

дель, що описує просторові координати атомів, з яких складається ця моле-

кула, а також типи зв’язків між ними (поодинокі, подвійні тощо). 

Створені просторові моделі зберігали у форматі PDB, завантажували у 

програму AutoDockTools 1.5.6, додавали атоми водню та зберігали у файлах 

формату PDBQT.  

 

2.2 Молекулярний докінг 

 

Молекулярне моделювання взаємодії NSE, NPE, NLE, NOE, ANA, 2-AG 

та SA з просторовою структурою протеїну GPR40 здійснювали методом мо-

лекулярного докінгу. В дослідженні використовували 2 моделі просторових 

структур протеїну GPR40, отримані з інтернет-ресурсу RCSB Protein 

DataBank (коди 5TZR та 5TZY).  

Просторові структури досліджуваних NAEs було отримано з інтернет-

ресурсів DrugBank, PubChem чи сконструйовано самостійно. 

Просторові структури підготовляли до докінгу у програмі 

AutoDockTools 1.5.6 . (видаляли референтний ліганд, додавали всі атоми вод-

ню, видаляли молекули води, візуально задавали параметри сітки потенціалів 

(grid box) таким чином, щоб у ній знаходився ліганд-зв’язуючий центр проте-

їну GPR40, який ідентифікували за допомогою референтного ліганду MK-

8666.  
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Параметри сітки потенціалів grid box для моделі рецептора GPR40 5TZR 

були: center_x = -41.605; center_y = 3.974; center_z = 64.171; size_x = 47.25; 

size_y = 47.25; size_z = 47.25. 

Параметри сітки потенціалів grid box для моделі рецептора GPR40 5TZY 

були: center_x = -23.0; center_y = 0.889; center_z = 60.889; size_x = 47.25; 

size_y = 47.25; size_z = 47.25. 

За допомогою цієї ж програми визначали амінокислотні залишки, що 

беруть участь у зв’язуванні досліджуваних лігандів з активним центром про-

теїну GPR40. Найменшу вільну енергію зв'язування ліганду з макромолеку-

лою (НВЕЗ) визначали за допомогою програми AutoDock Vina 1.1.2. Викори-

стовували комп’ютер з операційною системою Windows 10 x64 PRO 1909 з 

16 Гб RAM DDR4, 6 Гб відео RAM, дванадцять ядер процесору AMD Ryzen 5 

2600 3.40GHz. 

  

2.3 Визначення константи інгібування ліганду 

 

Розрахунок константи інгібування (Кі) досліджуваних N-

ацилетаноламінів для протеїну GPR40 проводили за формулою 1: 

         
  

  
 ,        (1) 

де ∆G –– найменша вільна енергія зв’язування з макромолекулою; 

R –– газова стала (= 1.98720425864083...×10
−3 

ккал⋅K−1⋅моль
−1

); 

Т –– кімнатна температура (298,15
о
К). 

 

2.4 Визначення амінокислотних залишків, що беруть участь у взаємо-

дії ліганда з рецептором 

 

Визначення АК-залишків протеїну, з якими у активному центрі протеїну 

зв’язується ліганд, виконували за допомогою функції ‘Show Interactions’ па-

кету AutoDock Tools (рис. 2.1). 
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Рис. 2.1. Приклад візуалізації результату докінгу 2-

Арахідоноїлгліцеролу (2-AG) з моделлю 5TZR рецептора GPR40 у програмі 

AutoDock Tools. MK-8666 – це референтний ліганд, присутній у просторовій 

структурі 5TZR, що ми використовували для визначення активного центру 

рецептора. 

 

2.5 Визначення водневих зв’язків, що беруть участь у взаємодії ліганда 

з рецептором 

 

Визначення водневих зв’язків ліганд –протеїн взаємодії виконували за 

допомогою функції ‘Show Interaction/Hydrogen bonds’ пакету AutoDock Tools 

(рис. 2.2). 



32 

 

 

 

 

Рис. 2.2. Візуалізація роботи з програмою AutoDock Tools по пошуку та 

візуалізації водневих зв’язків при докінгу NSE в активний центр GPR40. На 

рисунку представлений знімок екрану під час роботи з програмою, а у виді-

леному діалоговому вікні ми можемо побачити описанні назви АК-залишків, 

з якими утворилися водневі зв’язки під час ліганд-протеїн взаємодії. 
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РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕНННЯ 

 

Для визначення активного центра рецептора GPR40, подальшого прове-

дення докінгу досліджуваних NAEs в цей активний центр та для аналізу 

отриманих результатів, було взято за стандарт – референтний ліганд MK-

8666. З лігандом МК-8666 було проведено вченими ряд досліджень, що підт-

верджують його міцне зв’язування з рецептором GPR40 та проявлення анти-

діабетичних властивостей, що робить цей ліганд цікавим для нас в якості ко-

тролю для нашого дослідження. Компанія Merck припинила програму розро-

бки антидіабетичного лікарського засобу на основі MK-8666 у серпні 2014 

року в очікуванні несприятливого співвідношення користі/ризику для цієї 

сполуки в цільовій групі хворих на діабет 2 типу. Для МК-8666 було виявле-

но негативний вплив на печінку пацієнтів, так само як і для іншого агоніста 

GPR40 – ТАК-875 (розробка компанії Takeda) [90]. 

 

3.1 Аналіз ефективності зв’язування досліджуваних NAEs з рецепто-

ром GPR40 

 

Ефективність зв’язування досліджуваних NAEs з рецептором GPR40 

оцінювали по найменшій енергії зв’язування. Результат докінгу досліджува-

них NAEs з найменшою енергією зв’язування в активний центр протеїну 

GPR40 показані в табл. 3.1 та табл. 3.2. 

В процесі докінгу програма AutoDock Vina генерувала більше мільярду 

варіантів конформацій досліджуваних NAEs і виводила в результат перші 9 

конформацій з найменшими енергіями зв’язування. 

При аналізі отриманих результатів, найменша енергія зв’язування з дос-

ліджуваних NAEs була виявлена у NSE, що було найближчими значеннями 

до значень, які показав референтний ліганд МК-8666 (табл. 3.1 та табл.3.2). 
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Тобто це свідчить про те, що NSE добре проявляє афінність до рецептора 

GPR40. 

 

Таблиця 3.1 

Результати докінгу різних NAEs з протеїном GPR40.  

Модель рецептора GPR40: 5TZR 

 

Ліганд 

Енергія 

зв’язування, 

ккал/моль 

Константа 

інгібування, 

Мкмоль 

Амінокислоти  

активного центру, з якими 

зв’язується ліганд 

MK-8666 -10.7 0.014 

ALA83, ARG183, ARG2258, 

LEU138, LEU158, LEU171, 

PHE87, PHE142, PRO80, 

TRP174, TYR91, TYR2240, 

VAL84  

NSE -8.4 0.696 

ALA83, ALA179, ARG183, 

ARG2258, LEU138, PHE142, 

PRO80, TRP174, VAL81, 

VAL84, VAL141  

NOE -7.3 4.457 

ALA83, ALA179, ALA182, 

ARG183, LEU138, LEU171, 

PHE87, PHE142, TRP174, 

VAL84, VAL141  

2-AG -6.9 8.755 

ALA83, ALA179, ALA182, 

AGR183, GLY139, LEU135, 

LEU138, LEU171, PHE87, 
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PHE142, TRP174, VAL84 

ANA -6.7 12.271 

ALA83, ALA182, ARG183, 

ARG2258, GLY139, LEU54, 

LEU135, LEU138, LEU171, 

PHE87, PHE142, TRP174, 

VAL84, VAL141 

SA -6.7 12.271 

ALA83, ALA182, ARG183, 

LEU138, LEU171, PHE87, 

PHE142, TRP174, VAL84, 

VAL141 

NPE -6.6 14.528 

ALA83, ARG183, ARG2258, 

GLY139, GLU172, LEU138, 

LEU171, PHE87, PHE142, 

TRP174, VAL84, VAL141 

NLE -5.8 56.049 

ALA83, ALA182, ARG183, 

LEU135, LEU138, LEU171, 

PHE87, PHE142,  TRP174, 

TYR91, VAL84, VAL141  

 

Примітка: жирним виділено АК-залишки для NAEs, що співпадають з 

АК-залишками з якими зв’язується референтний ліганд MK-8666 
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Таблиця 3.2  

Результати докінгу різних NAEs з протеїном GPR40.  

Модель рецептора GPR40: 5TZY 

 

Ліганд 

Енергія 

зв’язування, 

ккал/моль 

Константа 

інгібування, 

Мкмоль 

Амінокислоти  

активного центру, з якими 

зв’язується ліганд 

MK-8666 -9.6 0.092 

ALA83, LEU138, LEU171, 

PHE87, PHE142, PRO80, 

VAL84 

NSE -8 1.368 

ALA146, ARG183, GLU145, 

LEU135, LEU138, LEU171, 

SER178, VAL84 

NOE -6.4 20.36 

ALA83, ALA182, ARG183, 

GLY139, LEU135, LEU138, 

LEU171, PHE87, PHE142, 

VAL141  

NPE -6.3 24.103 

ALA83, ALA146, ALA179, 

ARG183, GLU145, LEU135, 

LEU138, LEU186, LEU171, 

PHE87, PHE142, TRP174, 

VAL141 

SA -6.3 24.103 

ALA83, ARG183, LEU138, 

LEU171, LEU186, PHE87, 

PHE142, PRO80, TYR91   
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NLE -6.1 33.781 

ALA83, ALA179, ARG183, 

GLY139, LEU138, LEU171, 

PHE87, PHE142, PRO80, 

VAL141 

ANA -5.6 78.555 

ALA66, ARG183, ARG2258, 

ASP2, GLU172, GLY70, 

GLY180, LEU3, LYS62, 

LYS2259, SER8, SER69  

2-AG -5.3 130.339 

ALA83, GLY139, LEU54, 

LEU138, PHE142, PRO80, 

TRP131, VAL84 

 

Примітка: жирним виділено АК-залишки для NAEs, що співпадають з 

АК-залишками з якими зв’язується референтний ліганд MK-8666 

 

В результаті нашого дослідження виявилось, що всі NAEs з різною 

афінністю здатні зв’язуватись з ліганд-зв’язуючим доменом GPR40.  

Параметри молекулярного докінгу були нами вибрані такі, що стикуван-

ня проводилося в максимальній області, яку дозволяє програма AutoDock 

Tools, щоб туди потрапив також і активний центр рецептора GPR40. При 

цьому кількість позицій (варіантів) стикування кожного з досліджуваних 

NAEs складала приблизно від 2х10
8
 до 2х10

9
. З цієї достатньо великої кілько-

сті варіантів зв’язування досліджуваних NAEs з активним центром GPR40 

найменшу енергію зв’язуваня (тобто найбільшу спорідненість, чи афінність) 

виявили такі конформації NAEs, місця зв’язування яких знаходилися саме в 

активному центрі протеїну GPR40 (рис. 3.1 та рис. 3.2). 
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Рис. 3.1. Візуалізація результатів докінгу різних NAEs з моделлю 5TZR 

рецептора GPR40. Де MK-8666 – це референтний ліганд для визначення ак-

тивного центру рецептора. 

1 – N-стеароїлетаноламін (NSE); 2 – N-арахідоноїлетаноламін (ананда-

мід) (ANA); 3 – N-пальмітоїлетаноламін (NPE); 4 – N-олеоїлетаноламін 

(NOE); 5 – N-ліноїлетаноламін (NLE); 6 – 2-Арахідоноїлгліцерин (2-AG);  

7 – Стеаринова кислота (SA) 
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Рис. 3.2. Візуалізація результатів докінгу різних NAEs з моделлю 5TZY 

рецептора GPR40. Де MK-8666 – це референтний ліганд для визначення ак-

тивного центру рецептора. 

1 – N-стеароїлетаноламін (NSE); 2 – N-арахідоноїлетаноламін (ананда-

мід) (ANA); 3 – N-пальмітоїлетаноламін (NPE); 4 – N-олеоїлетаноламін 

(NOE); 5 – N-ліноїлетаноламін (NLE); 6 – 2-Арахідоноїлгліцерин (2-AG);  

7 – Стеаринова кислота (SA) 

 

3.2 Аналіз отриманих значень константи інгібування досліджуваних 

NAEs 

 

Відомо, що константа інгібування (Кі) є показником того, наскількі по-

тужним є інгібітор [91]. Це концентрація речовини, необхідна для досягнення 

50-відсоткового гальмування активності протеїну. Кі відображає спорідне-

ність до зв’язування інгібітора з протеїном-мішенню. Чим менша Кі, тим ме-

нша кількість ліків необхідна для того, щоб пригнічувати активність певного 

протеїну. Використання Кі корисне для визначення вірогідності того, що 

конкретна лікарська речовина інгібуватиме конкретний протеїн і призведе до 

клінічно значущої її взаємодії з протеїном-мішенню (рецептором). 

В наших дослідженнях Кі для досліджених NAEs при зв’язуванні з мо-

деллю 5TZR рецептора GPR40 мала значення від 0,696 до 56,049 мкмоль, а 

для моделі 5TZY рецептора GPR40 значення були від 1,368 до 130,339 

мкмоль. NSE з представлених NAEs має найменшу величину константи інгі-

бування та найбільш близьку по значенню до МК-8666 (див. табл. 3.1 та 

табл.3.2). 

З літератури відомо, що якщо Кі лікарської речовини набагато більша (у 

10 разів і більше), ніж її концентрація в плазмі крові пацієнта, то така речо-

вина навряд чи буде інгібувати активність певного протеїну в організмі. В 

попередніх дослідженнях, проведених у відділі біохімії ліпідів Інституту біо-
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хімії ім. О.В.Палладіна НАН України in vivo, було встановлено, що біологіч-

ну дію N-стеароїлетаноламін проявляє при дозі 50 мг/кг маси тіла [92]. При 

цьому концентрація цього NAE в крові мишей, виміряно мас-

спектрометрично, дорівнює 60-100 мкмоль/л. [93]. 

Таким чином, виходячи із отриманих нами значень константи інгібуван-

ня (Кі), розрахованої на підставі вільної енергії зв’язування, цілком імовірно, 

що більшість досліджуваних NAEs можуть буди кандидатами до викорис-

тання в якості лікарських засобів з антидіабетичною дією, оскілки більшість 

значень істотно не перевищують вміст екзогенних NAEs в організмі (60-100 

мкмоль) за умов використання дози 50мг/кг маси тіла. Константа інгібування 

2-AG для моделі 5TZY рецептора GPR40 вийшла досить високою в порів-

нянні до інших отриманих значень, та становила 130.339 мкмоль. Отримане 

значення частково перевищує діапазон 60-100 мкмоль. Це не означає, що 2-

AG не буде проявляти жодної ефективності в якості антидіабетичного лікар-

ського засобу, але це свідчить про те, що для досягнення терапевтичного 

ефекту для 2-AG знадобиться його дуже висока, не фізіологічна концентра-

ція. Це унеможливлює використання його в якості лікарського засобу. 

 

3.3 Амінокислотні залишки GPR40, що беруть участь у зв’язуванні 

NAEs 

 

В результаті проведених досліджень виявилося, що в більшості випадків 

NAEs зв’язуються з тими ж АК-залишками в ліганд-зв’язуючому домені, що 

й референтна речовина МК-8666 (див. табл. 3.1 та табл.3.2). Ці дані свідчать 

про те, що більшість NAEs, стикуються саме в активний центр GPR40 (туди 

ж, де зв’язується референтна речовина МК-8666) (рис. 3.1 та рис. 3.2). Проте, 

було виявлено, що ANA у випадку з моделлю 5TZY оминає активний центр 

(рис. 3.2 (2)), та не має жодних спільних АК-залишків з МК-8666, в той самий 

час як ANA у випадку з моделлю 5TZR рецептора GPR40 потрапив у актив-

ний центр (рис. 3.2 (2)), (див. також табл. 3.1). 
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N-стеароїлетаноламін мав спільні АК-залишки з референтним лігандом 

МК-8666 для обох досліджуваних моделей рецептора GPR40 (табл. 3.1 та 

табл.3.2), а також при візуалізації даних ми можемо чітко побачити, що по-

ложення NSE в активному центрі рецептора співпадає з положенням МК-

8666 (рис. 3.1 (1) та рис. 3.2 (2)). 

 

3.4 Дослідження утворення водневих зв’язків при взаємодії NSE з ак-

тивним центром рецептору GPR40 

 

Одним з параметрів, що можна отримати в результаті докінг-аналізу з 

використанням програми AutoDock Tools, є тип хімічного зв’язку ліганда з 

амінокислотними залишками протеїну – слабка електростатична взаємодія чи 

сильний водневий зв’язок. Наявність водневих зв’язків, як відомо, вказує на 

майже незворотню взаємодію ліганду з протеїном, що забезпечує більш си-

льний чи стабільний (в часі) контакт. Водневі зв'язки (Н-зв'язки) відіграють 

вирішальну роль в оптимізації взаємодії ліганд-білок і специфічності ліганду. 

На додаток до утворення стабільних Н-зв’язків у кінцевому зв’язаному стані, 

утворення тимчасових Н-зв’язків під час процесів зв’язування сприяє кінети-

ці зв’язування, яка визначає ліганд як швидкий або повільний зв’язувач, що 

також впливає на дію препарату [94]. 

Під час молекулярного докінгу за допомогою програми AutoDock Tools 

було виявлено, що лише NSE та референсний ліганд МК8666 здатен до утво-

рення водневих зв’язків з аміноксилотними залишками в активному центрі 

рецептору GPR40. Всі інші досліджені речовини взаємодіяли з активним 

центром GPR40 по типу слабкої електростатичної взаємодії. 

Було виявлено, що NSE утворює водневі зв’язки з двома АК-залишками 

(ARG183 та ARG2258) активного центру GPR40 (модель рецептора – 5TZR) 

(рис. 3.3). При аналізі зв’язування NSE з моделлю рецептора 5TZY було ви-

явлено утворення одного водневого зв’язку з GLU145 (рис. 3.4). 
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Рис. 3.3. Водневі зв’язки при взаємодії NSE з ліганд-зв’язуючим доме-

ном рецептора GPR40 (структура 5TZR). Візуалізація у програмі 

AutoDockTools за допомогою функції ‘Show Interaction/Hydrogen bonds’. 

 

 

 

Рис. 3.4. Водневі зв’язки при взаємодії NSE з ліганд-зв’язуючим доме-

ном рецептора GPR40 (структура 5TZY). Візуалізація у програмі 

AutoDockTools за допомогою функції ‘Show Interaction/Hydrogen bonds’. 
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Рис. 3.5. Водневі зв’язки при взаємодії MK8666 з ліганд-зв’язуючим до-

меном рецептора GPR40 (структура 5TZR). Візуалізація у програмі 

AutoDockTools за допомогою функції ‘Show Interaction/Hydrogen bonds’. 

 

Референсний ліганд МК-8666 у випадку моделі 5TZR утворював два во-

дневі зв’язки (ARG183 та ARG2258) (рис. 3.5), що співпадає з отриманими 

результатами для NSE. 

Ці результати щодо типу взаємодії ліганд-рецептор можуть свідчити про 

те, що, серед всіх досліджених NAEs саме NSE можна розглядати як най-

більш перспективний кандидат  для проведення подальших досліджень in 

vitro та in vivo з метою створення на його основі лікарського засобу як агоні-

ста рецептора GPR40.  

 

ЗАКЛЮЧЕННЯ 

 

Отже, отримані in silico методом молекулярного докінгу результати сві-

дчать про зв’язування всіх досліджених NAEs з активним центром рецептора 
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GPR40. Найбільшу афінність при цьому демонструє лише насичений NAE 

18:0 N-стеароїлетаноламін.  

Тому є доцільним в подальшому дослідити взаємодію саме N-

стеароїлетаноламіну з GPR40 в експериментах in vivo та in vitro з метою 

створення на його основі лікарських засобів – агоністів GPR40 для лікування 

діабету 2 типу.  

В перспективі на підставі проведених in silico, in vitro, та in vivo дослі-

джень планується провести доклінічні випробування N-стеароїлетаноламіну 

(на тваринах) в якості антидіабетичного лікарського засобу. В разі отримання 

позитивних результатів будуть проведені клінічні випробування створеного 

препарату.  
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ВИСНОВКИ 

 

1. Методом молекулярного докінгу була показана здатність ряду 

сполук класу  N-ацилетаноламінів зв’язуватись з активним центром протеїну 

GPR40. 

2. Найкращу афінність до активного центру рецептору GPR40 про-

являє N-стеароїлетаноламін (для моделі рецептора 5TZR: найменша вільна 

енергія зв’язування -8,4 ккал/моль, константа інгібування 0,696 мкмоль. А 

для моделі рецептора 5TZY: найменша вільна енергія зв’язування -8 

ккал/моль, константа інгібування 1,368 мкмоль). 

3. Отримані результати дозволяють припустити потенційну можли-

вість використання N-стеароїлетаноламіну в якості агоніста GPR40 з метою 

лікування цукрового діабету 2 типу. 

4. Отримані результати розширюють знання про біохімічні механі-

зми біологічної дії NAEs та можуть бути використані для створення нового 

безпечного лікарського засобу з антидіабетичною дією. 
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