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АНОТАЦІЯ 

Пантєлєєва А.С. Дослідження фармакологічних властивостей активації 

пуринорецепторів та її зв’язку зі структурою ортостеричних центрів. – 

Випускна кваліфікаційна робота магістра за спеціальністю 091 Біолгія ОП 

«Біоінформатика і структурна біологія ». 

У роботі проведено молекулярне моделювання ортостеричних центрів 

пуринорецепторів та дослідження участі пуринорецепторів у функціонуванні 

гладеньких м’язів шлунку щурів. Встановлено, що гладеньком’язові  

препарати антрального відділу шлунку щурів є зручною моделлю для 

подальшого вивчення фармакологічних ефекторів (агоністів і антагоністів) 

пуринорецепторів та процесів АТФ-індукованого гальмування-розслаблення 

кільцевих  гладеньких м’язів антрального відділу шлунку. Та було виявлено 

амінокислотний склад ортостеричних центрів пуринорецепторів, що надалі 

може бути використаним для рецептор-орієнтованого драг дизайну, 

 

Ключові слова: пуринорецептори, ортостеричні центри, комп’ютерне 

моделювання, АТФ, гладенькі м’язи, antrum. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

АТФ - аденозинтрифосфат 

ЦТФ - цитозинтрифосфат 

Р2ХR – рецептор Р2Х 

ТМ2 – трансмембранний домен 2 
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ВСТУП 

Пуринорецептори – мембранні рецептори, які активуються 

позаклітинними пуриновими нуклеотидами, широко експресуються у 

тканинах організму людини (нейронах центральної і периферійної нервової 

системи, вісцеральних і судинних гладеньких м’язах, нирках, шкірі, 

повітроносних шляхах, серцевому м’язі, печінці тощо). До пуринорецепторів 

відносять Р2Y (метаботропні, відомо вісім підтипів) і Р2Х (іонотропні, 

тримерні іонні канали, які формуються з семи ізоформ субодиниць) 

рецептори, а також рецептори аденозину Р1 (метаботропні, відомо чотири 

підтипи А1-А4). Позаклітинна поява АТФ і інших нуклеотидів пояснюється їх 

вивільненням з клітин в нормі (за рахунок синаптичної трансмісії та 

екзоцитозу) та при стресі і пошкодженні клітин (за гіпоксії, ішемії та 

механічному пошкодженні клітин).  

З порушеннями вивільнення пуринів, а також експресії, регуляції і 

функціонування пуринорецепторів пов’язані поширені захворювання, 

зокрема, рак, діабет і гіпертонічна хвороба, а також патологічні стани як 

нейродегенерація, запалення, тромбоз і вісцеральний біль. Наразі 

затвердженими лікарськими засобами є протитромботичні препарати 

(антагоністи  Р2Y12), засіб від синдрому сухого ока (агоніст  Р2Y2), а також 

препарати-ефектори Р1-рецепторів для лікування тахікардії шлуночків 

(агоніст  аденозинових рецепторів А1) і хвороби Паркінсона (антагоніст А2А-

рецепторів). Також провідними науковими центрами світу активно 

проводяться дослідження, спрямовані на розробку лікарських засобів, 

діючими речовинами яких є ефектори пуринорецепторів. До прикладу, 

натепер клінічні випробування проходять препарати на основі антагоністів 

Р2Х3-пуринорецепторів для терапії гіпертонічної хвороби і хронічного 

вісцерального болю. 

Наразі отримані кристалографічні структури Р1- і Р2Y-рецепторів, 

досить добре вивчені їх молекулярні властивості. Також отримані канонічні, 

селективні агоністи і антагоністи всіх підтипів аденозинових рецепторів і 
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окремих підтипів Р2Y-пуринорецепторів. Втім, натепер фармакохімія Р2Х-

пуринорецепторів залишається слабко розробленою, а пошук  

фармакологічних інструментів (агоністів і антагоністів) цих рецепторів 

переважно базується на емпіричних дослідженнях in vitro. Оскільки 

терапевтичний потенціал вибіркової модуляції саме Р2Х-пуринорецепторів 

надзвичайно широкий (саме ці рецептори пов’язані із онкологічними 

захворюваннями, діабетом, запаленнями, больовими відчуттями в нормі за 

патологій, ішемією тощо), наразі мають надзвичайну актуальність 

комплексні дослідження in silico та in vitro фармакологічних властивостей 

активації Р2Х-пуринорецепторів та встановлення їх зв’язків зі структурою 

ортостеричних центрів – як перспективний напрямок спрямованого пошуку 

селективних агоністів та антагоністів цих іонних каналів. 

Мета роботи полягає у здійсненні аналізу ортостеричних сайтів 

окремих (найбільш перспективних фармакологічних мішеней для терапії 

поширених патологій людини) Р2Х-пуринорецепторів (P2X3, P2X4 і P2X7), 

визначенні їх фармакологічних властивостей та моделюванні зв’язування з 

агоністами та конкурентними антагоністами.  

Відповідно до мети було поставлено наступні задачі: 

1. Змоделювати та порівняти сайти зв’язування P2X3-пуринорецепторів  з 

лігандами АТФ, 2-метилтіо-АТФ, конкурентним антагоністом A-

317491 та ТНФ-АТФ. 

2. Змоделювати та порівняти сайти зв’язування P2X4-пуринорецепторів  з 

лігандами АТФ та ЦТФ. 

3. Змоделювати та порівняти сайти зв’язування P2X7-пуринорецепторів  з 

лігандами АТФ та ТНФ-АТФ. 

4. Дослідити участь активації пуринорецепторів у функціонування 

гладеньких м’язів шлунку щурів. 

5. Розробити схему дослідження in silico та in vitro фармакологічних 

властивостей сполук-агоністів і антагоністів пуринорецепторів. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Пуринорецептор Р2Х, його будова та функціонування 

Пуринорецептори підтипу Р2Х відносяться до неселективних іонних 

каналів, що зазвичай пропускають катіони та активуються позаклітинним 

АТФ. [1,2]. Існує 7 генів пуринорецептору (P2XR1-7), котрі кодують 7 різних 

мономерів (P2X1-7) [1]. Структурно рецептор Р2Х складається з трьох 

субодиниці, які можуть бути як однойменними, так і різнойменними. При 

такому різноманіттю комплексів все ж зберігається неселективність іонного 

каналу, але має вплив на чутливість до АТФ-подібних агоністів та до малих 

молекул антагоністів. [1,3]. 

Кожна субодиниця (див. Рис.1.1) має внутрішньоклітинні C- і N-кінці, 

два трансмембранні домени та позаклітинний домен, що відповідає за 

активацію рецептора. Ортостеричний центр, за дельфіноподібною моделлю 

[4] представлення просторової структури (див. Рис.1.1, Рис.1.2), 

розташовуються між головою та лівим і спинним плавцем сусідньої 

субодиниці [5]. 

 
Рис.1.1. Просторова будова мономеру пуринорецептору Р2Х.  Стрічковое 

представлення однієї субодиниці структури відкритого стану людського 
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рецептора P2X3 показано в ортогональних видах. Новий домен 

«цитоплазматичної шапки» називається «хвостовим плавником» [3] 

 
Рис.1.2. Механізм TНФ-АТФ-залежного інгібування. Мультяшне 

представлення АТФ-залежного активування та TНФ-АТФ-залежного 

інгібування. Чорні стрілки вказують на рухи, спричинені активуванням АТФ, 

з апо, закритого стану (ліворуч) до пов’язаного з АТФ, відкритого стану 

(праворуч, угорі). Чорна стрілка з червоним хрестом вказує на переміщення, 

викликане TНФ-АТФ, з апо, закритого стану (ліворуч) до закритого стану, 

пов’язаного з TНФ-АТФ (праворуч, унизу) [2] 

 
Рис.1.3. Схематична модель, що підсумовує механізми активації, 

десенсибілізації, проникнення/виходу іонів та дії антагоністів на рецептори 

P2X [3]. 



10 
 

Загалом, функціонування каналу P2XR складається з трьох фаз (див. 

Рис.1.3): швидкої фази вхідного струму, індукованого застосуванням агоніста 

(фаза активації), фази повільного розпаду в присутності агоніста (фаза 

десенсибілізації) і швидкого спаду струму після видалення АТФ. (фаза 

дезактивації). Пуринорецептори P2XR відрізняються насамперед своєю 

чутливістю до агоністів і швидкістю десенсибілізації (див. Табл.1.1) [1,6.]. 

Нативний іонний канал зазвичай відкривається після зв’язування з 3 

молекулами АТФ [7]. 

Табл.1.1. Властивості рекомбінантних P2X рецепторів [8] 

 
Функціональний цикл рецептора P2X починається зі зв’язування АТФ між 

двома субодиницями, що індукує закриття щілини і, через структурне 

з’єднання, «згинання» нижньої частини тіла назовні (див. Рис.1.2). Оскільки 

β-листки домену нижньої частини тіла безпосередньо з’єднані з 

трансмембраними спіралями, їх рух назовні «тягне» цитоплазматичні 

частини трансмембраних доменів. Ця конформаційна зміна в позаклітинному 

домені викликає три основні структурні зміни в трансмембраних доменах і 

цитоплазматичних доменах під час переходу з апо у відкритий стан: 

обертання ТМ2 проти годинникової стрілки, щоб відкрити пору, зміна 

спірального кроку для повороту ТМ2 від α-спіралі до спіралі 3₁₀ і, нарешті, 
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утворення «цитоплазматичної шапки», яка закріплює цитоплазматичну 

поверхню трансмембраних доменів і забезпечує «цитоплазматичні 

фенестрації», через які іони виходять з пори [3]. 

 Перехід з відкритого стану в десенсибілізований (див. Рис.1.3) має дві 

основні особливості: цитоплазматичний шапка розгортається або 

розбирається, і ТМ2 «відкатується» вгору, повертаючи короткий відрізок 

спіралі 3₁₀ до α -спіралі, дозволяючи порі закритися при новому сайті 

звуження, що розташований глибше в мембранному бішарі. Таким чином, 

перехід ТМ2 з відкритого стану в десенсибілізований нагадує відкат 

пружини, яка була розтягнута зверху і згодом випущена знизу. Ця модель 

десенсибілізації рецепторів називається «спіральною віддачею» і 

припускається, що структура цитоплазматичної шапки стабілізує відкритий 

стан, а її стабільність налаштовує швидкість і ступінь десенсибілізації 

рецепторів. [1, 9-11] 

 Ранні дослідження, що вивчали шлях іонного проникнення P2XR, 

виявили мутації в трансмембранних доменах, які призводять до спонтанної 

активації рецептора [12-13]. Це показало, що канал може відкриватися за 

відсутності зв’язування АТФ, що свідчить про притаманні успадковані рухи 

рецептора в стані спокою за винятком переломної точки, що призводить до 

відкриття каналу. Цікаво, що частота спонтанних розкриттів у цих мутантів 

може бути збільшена шляхом зв’язування цинку в сайті зв’язування металу 

поблизу ортостеричного центру для АТФ [14], що додатково підтверджує 

наявність прямого зв’язку між порою та сайтом зв’язування агоніста.  

 Структурна характеристика варіацій у процесах зв'язування 

ортостеричних антагоністів і відкриття окремих P2XR паралог-специфічних 

алостеричних сайтів зв'язування, зокрема, показують великі перспективи для 

розробки ліків P2XR [15, 16]. 

1.2. Представники пуринорецепторів Р2Х 

1.2.1. P2X1 рецептор 
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Сайт зв’язування рецептора P2X1 складається з ароматичних 

амінокислотних залишків, так само як і для інших АТФ-зв’язуючих 

рецепторів. Такий склад може забезпечувати селективність зв’язування з 

нуклеотидними основами та рибозним кільцем, при цьому амінокислотні 

залишки є позитивно зарядженими та можуть взаємодіяти з негативно 

зарядженими фосфатними групами [17]. 

Визначною особливістю рецепторів P2X1 є швидка десенсибілізація під 

час взаємодії з АТФ, яка пов’язана з взаємодією між гідрофобними 

трансмембранними доменами. Рецептори P2X1 можуть збиратися в 

гетеромерні коплекси разом з субодиницями P2X4 [1]. 

За реконструкцією просторової структури методом моделювання за 

гомологією, можна виділити амінокислотні залишки ортостеричного центру 

пуринорецептору P2X1, до них відносяться позитивно заряджені Lys68, 

Lys70, Arg292 та Lys309, що взаємодіють з негативно зарядженими киснем 

фосфатних груп АТФ, Val67, Phe100, Phe289, Phe291 і Phe92 – з аденіном, 

Phe92 і Ala88 – з рибозою [1]. 

Різноманітні протеїни, що взаємодіють з P2X1R,  було ідентифіковано 

[18]. Функціональні дослідження показали, що інгібування шаперону HSP90 

[19], порушення цитоскелету [19] або виснаження холестерину за допомогою 

метил-β-циклодекстрину знижують P2X1R-опосередковані реакції [18]. 

Цікаво, що стабілізація цитоскелета захищає рецептор від зниження рівня 

холестерину, що демонструє взаємодію цитоскелета і холестерину в регуляції 

P2X1R [15]. 

1.2.2. P2X2 рецептор 
Рецептор P2X2 експресується на сенсорних нейронах та характеризується 

повільною десенсибілізацією [6,20-21]. 

Було показано, що С-кінцева область P2X2R взаємодіє з вісинін-подібним 

білком (VILIP1) [22]. Цей нейрональний датчик кальцію зменшив чутливість 

АТФ, але збільшив експресію та щільність струму, а також рухливість 

рецепторів. Спричинені АТФ конформаційні зміни в С-кінцевій області 
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P2X2R посилили взаємодію з VILIP1. P2X2R також коімунопреципітують і 

спільно локалізуються з циклінзалежною кіназою 5, яка може регулювати 

властивості каналу в нативних і рекомбінантних системах [23]. 

Ймовірно сайт зв’язування АТФ складається з Lys69, Lys71, Asn140, 

Leu186, Lys188, N288, Phe289, Arg290 і Lys308. Наявність лізину у сайті 

зв’язування характерна для рецепторів P2X, що ймовірно свідчить про 

важливу роль у активності каналу. Lys69 одночасно зв’язується з α, β і γ 

фосфатними групами, і його відсутність або незначне порушення може 

порушити функціональність рецептора [24,1]. 

1.2.3. P2X3 рецептор 

Рецептор P2X3 експресується на сенсорних нейронах [6] та 

характеризується швидкою десенсибілізацією, й різною мірою реагує на 

модифікації АТФ агоністів [25;26]. 

Pirt — це невеликий трансмембранний білок, який, як було показано, є 

ендогенним інгібітором P2X3R (а також регулятором TRPV1 і TRPM8))[27]. 

Дослідження на мишах показали важливий внесок P2X3R у контроль 

сечового міхура (наприклад, зменшення сечовипускання та збільшення 

об’єму під час сечовипускання у миші з нокаутом P2X3R). Узгоджується з 

цим і висновок про те, що при Pirt дефіциті у мишей спостерігалося 

збільшення щільності струму P2X3R і збільшення випорожнення сечового 

міхура. 

Вважається, що сайт зв’язування АТФ в рецепторі P2X3 людини 

містить залишки Lys63, Gly66, Thr172, Lys176, Asn177, Ser275, Asn279, 

Arg281, Arg295 і Lys299 [1]. У рецепторі P2X3 залишок D266 пов’язаний з 

алостеричною модуляцією, при якій позаклітинний іон кальцію діє як 

алостеричний ефектор. У 2011 р. було запропоновано, що залишок D266 

відіграє стабілізуючу роль у ділянці лівого плавника, що бере участь у 

зв’язуванні агоніста [28]. 

1.2.4. P2X2/3 рецептор 
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Як приклади гетеромерних конфігурацій рецепторів P2X, P2X1 може 

поєднуватися з P2X2, P2X5 або P2X6, а P2X2 може утворювати асоціації з 

P2X3, P2X4 або P2X5. Гетеромерний рецептор P2X2/3 демонструє 

фармакологічну поведінку, подібну до P2X3, але профіль десенсибілізації 

подібний до профілю P2X2R [ 29]. 

1.2.5. P2X4 рецептор 

Рецептор P2X4 є одним з найбільш вивчених підтипів P2X. За 

допомогою метода рентгенівської кристалографії було підтверджено 

топологію субодиниць, що має два трансмембранні сегменти, пов’язані з 

великою позаклітинною петлею, що складається в основному з мотивів бета-

листів, та тримерну структуру, яка має трансмембранний домен у формі 

пісочного годинника, що складається з шести альфа-спіральних сегментів 

(трьох TM1 і трьох TM2), з трьома спіралями TM2, що перетинають 

половину його довжини в центрі пори і нахиляються під 45° відносно осі 

мембрани, таким чином обмежуючи ворота каналу [1]. 

Ранні дослідження щодо десенсибілізації та зменшення реакцій, 

опосередкованих P2X4R, показали, що рецептор конститутивно 

інтерналізується і повертається до мембрани динамінозалежним чином [30]. 

Подальша робота показала, що існує неканонічний сайт для клатринового 

адаптерного комплексу AP2 на C-кінці P2X4R, а кристалічна структура C-

кінцевого фрагмента в комплексі з AP2 підвищує ступінь взаємодії [31]. Ця 

область була відрізана від кристалічних структур P2XR, але була б 

доступною на периферії/зовнішній поверхні шапки структури людського 

P2X3R [3]. 

1.2.6. P2X5 рецептор 
Рецептор P2X5 – найменш вивчений серед усіх рецепторів P2X, оскільки є 

найменш консервативним щодо амінокислотної послідовності. Та являться 

єдиним аніон-селективним рецептором в підродині. Рецептор P2X5 може 

утворювати гетеротримери з P2X1 і P2X2 [32-33]. 

1.2.7. P2X6 рецептор 
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Про тривимірну структуру рецептора P2X6 відомо дуже мало, насамперед 

тому, що цей рецептор не гомо-олігомеризується, що запобігає утворенню 

каналу в гомомерній формі; цей рецептор функціонує лише при 

олігомеризації з P2X2  або P2X4 [34-35]. 

1.2.8. P2X7 рецептор 
Загальна структура P2X7 схожа на структуру інших членів сімейства P2X, 

за винятком С-кінця [36]. Довга С-кінцева послідовність (239 амінокислотні 

залишки) P2X7 є унікальною серед членів сімейства P2X і включає кілька 

інших мотивів розпізнавання білків і ліпідів, а також багатий цистеїном 

домен. Крім того, P2X4 набагато більш чутливий до АТФ, ніж P2X7 [1]. 

Передбачуваний сайт зв’язування АТФ розташований між двома 

сусідніми субодиницями, і більшість його залишків заряджені позитивно 

(Lys64, Lys66 і Lys197 в одній субодиниці і Arg294 і Lys311 в іншій) [1]. 

Нем’язовий міозин був ідентифікований як білок, що взаємодіє з P2X7R, 

та забезпечує зв’язок між рецептором і цитоскелетом [37]. Активація за 

допомогою АТФ призводить до дисоціації міозину від P2X7R і пов’язана з 

поглинанням барвника/утворенням пор великого каналу. HSP90 також може 

регулювати функцію, оскільки лікування інгібітором HSP90 

гельданаміцином збільшує амплітуду відповідей P2X7R; цей ефект не 

спостерігався після скорочення С-кінця [38]. Кальцій-залежна фосфоліпідна 

скрамблаза та активований кальцієм хлоридний канал аноктамін 6 спільно 

імунопреципітують з P2X7R у макрофагах. Це може бути важливим у 

відповіді на тривалу активацію P2X7R, оскільки P2X7R-опосередковане 

внутрішньоклітинне підвищення кальцію активує аноктамін 6 і поглинання 

барвника, і, що цікаво, P2X7R знижується після нокдауну аноктаміну [39]. 

Опосередкована P2X7R активність каналів зросла після 

експериментального зниження рівня холестерину[40;41], а утворення каналів 

чутливе до ліпідного середовища [42]. Як внутрішньоклітинний N-кінць, так 

і проксимальний С-кінець сприяють підвищенню чутливості до холестерину 

[41], а нещодавні дослідження виявили, що пальмітоілювання С-кінця 
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зменшує інгібуючий ефект мембранного холестерину [42]. Чутливість до 

холестерину має патофізіологічний зв’язок із синдромом Маджида при 

запальному захворюванні, який пов’язаний з мутацією Lipin-2. Мутація 

призводить до усунення негативного регуляторного впливу на MAPK, а 

також до зниження рівня холестерину, таким чином збільшуючи активність 

P2X7R [38]. С-кінцева область, яка є відмінною для P2X7R, також може бути 

місцем регуляції за допомогою Src-залежного фосфорилювання за участю 

залишків тирозину 382–384 (консервованих у щурів, мишей і людини), що 

призводить до потенціювання відповідей і сприяє толерантність у відповідь 

на повторне лікування морфіном [43]. 

1.3. Терапевтичний потенціал пуринорецепторів Р2Х 

1.3.1. Серцево-судинна система 

Тонус кров’янистих судин частково регулюється рецептором Р2Х1, що 

сприяє загальному нейрогенному звуженню артерій та ауторегуляції 

кровотоку в нирках [44]. Активація рецептора Р2Х4, що експресується на 

ендотелії, призводить до вироблення оксиду азоту та розширення артерій [ 

44], що в свою чергу підвищує пульсовий тиск [45]. Крім того, АТФ бере 

участь у більш централізованому контролі артеріального тиску, діючи на 

аортні P2XR та хеморецептори каротидного тіла [46]. Неконкурентний 

алостеричний антагоніст рецептора P2X3 - AF-219 (ліцензований для 

лікування кашлю) знижував кров’яний тиск, частоту серцевих скорочень і 

частоту дихання у щурів зі спонтанною гіпертензією без впливу на тварин з 

нормальним тиском. Ці результати підкреслюють потенціал антагоністів 

P2X3R для лікування гіпертонії [47]. 

Атеросклероз є важливим фактором серцево-судинного ризику і має 

запальний компонент, що свідчить про можливе задіяння рецептора Р2Х7, 

який відповідає за запалення. З цим узгоджується приблизно в 20 разів вища 

експресія P2X7R в бляшках сонної артерії людини в порівнянні з здоровими 

ділянками [48]. Додаткове підтвердження теорії надходить від мишачих 
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моделей атеросклерозу, які демонструють 50% зменшення площі ураження в 

бляшках у мишей з дефіцитом P2X7R [8]. 

1.3.2. Клітини крові, імунітет, запалення та тромбоз 

На ряді клітин крові експресуються рецептори P2X1, Р2Х4 Р2Х7. 

Переважну роль відіграють P2X1R у згортанні крові, P2X7R в імунних 

реакціях і P2X4R у посередницьких реакціях мікроглії. Були описані 

функціональні реакції макрофагів, опосередковані P2X1, Р2Х4 Р2Х7 [49; 50]. 

Однак останній інтерес зосереджується на внеску P2X7R в інфекційні та 

запальні явища [51]. Потенційна терапевтична роль антагоністів P2X7R була 

підтверджена, після демонстрації ролі цього рецептора у відторгненні 

трансплантата [52, 53.]. Активація P2X7R є частиною природного захисного 

механізму організму, до того ж P2X7R макрофагів беруть участь у реагувані 

на сепсис шляхом потенційного внутрішньоклітинного знищення бактерій 

[50]. 

P2X1R експресується на тромбоцитах і діє як канал для швидкого 

надходження кальцію, який відіграє посилюючу роль у передачі сигналів, 

пов’язаних з низкою тромботичних шляхів. Маніпулювання активністю 

P2X1R за допомогою нокаутів, селективного антагоніста NF449 та 

специфічної для клітинного типу гіперекспресії P2X1R показало, що 

рецептор сприяє тромбозу, але мало впливає на нормальну кровотечу [54]. 

P2X1R також експресується на нейтрофілах і сприяє їх функціям; в місці 

пошкодження кровоносної судини нейтрофіли накопичуються першими та 

ініціюють рекрутинг тромбоцитів. Експресія P2X1R як на нейтрофілах, так і 

на тромбоцитах необхідна для тромбозу [55]. 

Підвищений вміст внутрішньоклітинного кальцію опосередковує 

активацію Т-лімфоцитів, значний вплив у цьому процесі мають P2X1, Р2Х4 

Р2Х7 [56]. Цікаво, що P2X5R активує людські Т-клітини (збільшення мРНК у 

13 разів), а дослідження нокдауну показали, що рецептор  також може 

сприяти полярності Т-клітин [57]. Активація Т-клітин призводить до 

вивільнення АТФ і аутокринної та паракринної передачі сигналів. У 
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лімфатичних вузлах це призводить до опосередкованих P2XR кальцієвих 

хвиль у сусідніх лімфоцитах та зниження рухливості [58]. 

На додаток до своєї функціональної ролі в імунних клітинах, P2X7R 

також експресуються в ряді карцином, що каже про підвищений рівень АТФ. 

Більше того, передача сигналів P2X7R регулює як імунні, так і ракові клітини 

та забезпечує потенціал для нових терапевтичних методів лікування [59-60]. 

 

 

1.3.3. Нервова система 

Нейрони, гліальні клітини та імунні клітини нервової системи (мікроглія) 

не тільки зберігають і вивільняють АТФ, але й експресують P2XR. Приклади 

функцій P2XR у нервовій системі варіюються від регуляції моторики 

кишечника до забезпечення потенційного лікування епілепсії, нервово-

психічних розладів, хвороби Паркінсона та хвороби Альцгеймера (огляд в 

115–120) [6,61-65]. 

1.3.4. Травна сиситема 

P2X-рецептори широко експресуються в травній системі. В основному 

експресуються в аферентних вагальних нейронах стравоходу і гладких 

м’язових клітинах стравоходу. У шлунку P2X-рецептори в основному 

експресується в підслизовому нервовому сплетенні, міентерічному 

нервовому сплетенні, гладком’язових клітинах і клітинних лініях раку 

шлунка. До того ж вони широко експресується в клітинах паренхіми печінки, 

а також у деяких непаренхімних клітинах, таких як клітинах жовчних проток, 

фібробластах печінки, зірчастих клітинах печінки та гепатоцелюлярній 

карциномі. У підшлунковій залозі рецептори експресується в епітеліальних 

клітинах протоки підшлункової залози. У кишечнику рецептори P2X в 

основному експресуються в підслизовому нервовому сплетенні, 

міжм’язовому нервовому сплетенні, клітинах Кахала (ICC), імунних клітинах 

кишечника (макрофаги та клітини глії) та клітинах колоректального раку. 

Фізіологічні функції Р2Х-рецепторів у травній системі доволі різноманітні, 
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до них відносяться нейротрансмісія, транспорт іонів, проліферація і апоптоз, 

скорочення і розслаблення м'язів в органах травлення (див. Рис.1.4) [66]. 

 

Рис.1.4. Фізіологічні функції Р2Х-рецепторів у травній системі [66] 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

2.1. Комп’ютерна візуалізація ортостеричних центрів пуринорецепторів 

Визначення ортостеричних центрів проводилося на базі 

експериментально підтверджених комплексів 6AH4, 5SVK, 5SVM, 5SVL, 

5SVR, 5SVQ, 4DW1, 5WZY, 5XW6, 6U9W з RCSB Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/). Протеїн-лігандові взаємодії оцінювалися за 

допомогою безкоштовної версії програмного пакету BIOVIA Discovery Studio 

Visualizer (https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer).  

2.2. Підготовка гладеньком'язових препаратів та їх реєстрація 

скорочувальної активності 

Тензометричні досліди проводили на препаратах кільцевих гладеньких 

м'язів антрального відділу шлунку (antrum) щурів. В експериментах 

використовували самців щурів (вага 200 – 250 г). Робота з лабораторними 

тваринами проводилася згідно з «Європейською конвенцією про захист 

хребетних тварин, що використовується в експериментальних та інших 

наукових цілях» (Страсбург, 1986) та Закону України № 3447 ІV “Про захист 

тварин від жорстокого поводження”. Забій тварин здійснювали шляхом 

дислокації шийних хребців в умовах ефірного наркозу. Після вилучаення 

шлунку, його промивали розчином Кребса та звільняли від слизової 

оболонки. Препарати (кільцеві смужки м’язової тканини середнього розміру 

2 х 10 мм) поміщали в робочу камеру тензометричного устаткування 

(ефективний об’єм 2 мл) з проточним розчином Кребса (швидкість 

протікання - 5 мл/хв, термостатуванням підтримувана температура 37 оС). 

Препаратам надавали пасивний натяг на  10 мН та залишали на 1 годину (до 

появи спонтанних скорочень постійної амплітуди і частоти а також 

скорочень, індукованих гіперкалієвим розчином, з постійними 

механокінетичними параметрами). Скоротливу активність досліджували в 

ізометричному режимі за допомогою ємнісного датчика сили; сигнали 

реєстрували, використовуючи АЦП та комп’ютер. 
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У дослідах використовували нормальнийрозчин Кребса (мМ): 120,4 

NaCl; 5,9 KCl; 15,5 NaHCO3; 1,2 NaH2PO4; 1,2 MgCl2; 2,5 CaCl2; 11,5 глюкоза; 

рН розчину при 37 оС становив 7,4. Гіперкалієвий розчин (містив іони К+ у 

концентрації 80 мМ) готували шляхом ізотонічної заміни в вихідному 

розчині Кребса необхідної частини іонів Na+ на еквімолярну кількість іонів 

К+.  

2.3. Механокінетичний аналіз методом Костеріна-Бурдиги 

Аналіз механокінетичних параметрів процесу скорочення-розслаблення 

гладеньком’язових препаратів здійснювали відповідно до методу Костеріна-

Бурдиги [80]. В основу даного методу покладено лінеаризацію фази 

розслаблення механокінетичної кривої в координатах {ln[(fm – f)/f]; ln t}, де  

fm – величина максимальної сили скорочення (у випадку АТФ-індукованого 

розслаблення цей показник становив значення сили тонічного компонента 

скорочення, індукованого гіперкалієвим розчином). Час, в який досягається  

fm, приймається початковою точкою відліку фази розслаблення t = 0 (момент 

аплікування АТФ); поточному значенню часу t відповідає значення миттєвої 

сили f.  

З лінеаризованої кривої визначали робочі параметри:  

- характеристичний час - ln𝜏 - відрізок, який відсікає на осі абсцис 

лінія, проведена через експериментальні точки,  

- емпіричний параметр n – тангенс кута нахилу цієї лінії, який 

характеризує крутизну залежності f(t): n = ln[(fm-f)/f]/ln(t/τ).  

Характеристичний  час фази розслаблення τ має кінетичне трактування 

як час, за який механічне напруження м’язу спадає до напівмаксимального 

рівня (½ fm). Сенс визначення транзитних параметрів (n і τ) є їх використання 

для розрахунку головної кінетичної характеристики процесу розслаблення, 

що не залежить від амплітуди, – нормованої максимальної швидкості 

розслаблення:  

𝑉𝑛 =
(𝑛 − 1)

𝑛−1
𝑛 ∙ (𝑛 + 1)

𝑛+1
𝑛

4𝑛𝜏  
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Даний метод дозволяє розраховувати механокінетичні параметри, які 

характеризують спонтанні або викликані скоротливі відповіді та не залежать 

від амплітуди. Таким чином, він є важливим розрахунковим методом для 

порівняння скорочень, отриманих на гладеньком’язових препаратах різного 

розміру та за дії різних ефекторів скорочувальної активності (зокрема 

агоністів і антагоністів поуринорецепторів). 

2.4. Методи статистичного аналізу експериментальних даних 

Статистичну обробку результатів тензометричних експериментів та 

механокінетичний аналіз проводили в програмі OriginPro2018 (OriginLab 

Corporation, США). У випадку лінеарізованих механокінетичних графіків 

типове значення коефіцієнту детермінації R2 становило 0,97 – 0,99.  

Результати значень нормованої максимальної швидкості 

розслаблення представлені як середнє арифметичне ± стандартна похибка 

середнього, n – кількість дослідів.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

3.1. Виявлення протеїн-лігандових взаємодій в ортостеричних центрах 
пуринорецепторів 

3.1.1. Протеїн-лігандові взаємодії ортостеричного центра Р2Х3 

 

Рис.2.1. Двовимірна діаграма сайту зв’язування рецептора з АТФ 

При візуалізації структури рецептора  P2X3 (PDB: 6AH4), чітко видно, 

що ортостеричний центр (див. Рис.2.1) формують амінокислотні залишки 

двох субодиниць, а саме Lys63, Lys65, Ile215, Thr172, Val64, Ile173, Phe174, 

Met200 субодиниці А та Ser275, Arg281, Lys299, Asn279, Asp158, Val274, 

Pro276 субодиниці В. До того ж субодиниця В взаємодіє з рибозою та 

фосфатними групами АТФ, а субодиниця А в основному взаємодіє з 

пуриновою частиною АТФ. Значна частина зв’язків припадає на 

вандерваальсові взаємодії амінокислотних залишків Asp158, Val64, Ile173, 

Phe174, Met200, Pro276. Сольові містки формуються з Lys63, Arg281, Lys299. 

У водневих зв’язках беруть участь Asn279, Lys63, Thr172, Lys65, Ser275, 
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Lys299, Val274. З π-орбіталями формують взаємодії амінокислотні залишки 

Lys65, Lys63, Ile215. 
 Оскільки кристалізовані структури рецептора P2X3 найчастіше 

зустрічаються у вигляді мономеру, подальший аналіз ортостеричних центрів 

P2X3R буде стосуватися лише взаємодій з однією субодиницею. 

Порівнюючи сайти зв’язування таких агоністів як 2-метилтіо-АТФ та 

АТФ (див. Табл.2.1), маємо однакові набори амінокислотних залишків та 

типів взаємодій. Сольові містки з Arg281, Lys299 та водневі зв’язки з Ser275, 

Val274, Asn279. 

  

Рис.2.2. Двовимірні діаграми сайтів зв’язування рецептора P2X3 з лігандами:              
Зліва – конкурентним антагоністом A-317491;   справа – конкурентним 

антагоністом ТНФ-АТФ 

Аналізуючи сайти зв’язування рецептора P2X3 з конкурентними 

антагоністами A-317491 та тринітрофенил-АТФ (див. Рис.2.2), можна 

виділити взаємодії у вигляді сольових містків з Arg281 та Lys299, характерні 

для обох антагоністів та й в загальному для всіх досліджуваних лігандів (див. 

Табл.2.1). Також слід відзначити наявність додаткових нехарактерних 

амінокислотних залишків, що формують вандерваальсові взаємодії: для 
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антагоніста A-317491 це Ser273, Ser272, для ТНФ-АТФ - Gly277, Tyr278, 

Asp266. 

Окремо слід виділити амінокислотні залишки Ser275 та Val274 у сайті 

зв’язування рецептора P2X3 з конкурентним антагоністом A-317491, їх 

наявність характерна для ортостеричного центру, проте тип взаємодій 

відмінний. Val274 формує π-алкільний зв’язок з бензеновим кільцем, а Ser275 

бере участь у вандерваальсових взаємодіях. 

В той же час амінокислотні залишки Asp158 та Asn279 у сайті 

зв’язування рецептора P2X3 з конкурентним антагоністом ТНФ-АТФ, 

аналогічні по типу взаємодій для всіх досліджуваних лігандів. 

Табл.2.1. Порівняння амінокислотних залишків, що формують сайт  
зв’язування рецептора P2X3 з лігандом 

 

 

Підсумовуючи все вище зазначене в Табл.2.1, маємо таку тенденцію по 

наявності амінокислотних залишків, що взаємодіють у ортостеричному 

центрі: найчастіше зустрічаються Arg281 та Lys299; далі йдуть Ser275, 

Val274, Asn279; рідше трапляються Asp158 та Pro276. 

Табл.2.2. Порівняння амінокислотних залишків, що формують сайт  
зв’язування рецептора P2X3 з АТФ 

Джерело 
структури Амінокислотний залишок 
6AH4 Lys63 Val64 Lys65   Asp158 Thr172 Ile173 Phe174     
гомологія Lys63     Gly66   Thr172     Lys176 Asn177 
 

6AH4 Met20 Ile21 Val27 Ser27 Pro27 Asn27 Arg28   Lys29
 

Код 
PDB Ліганд  Амінокислотний залишок 

6AH4 ATP Asp158       Val274 Ser275 Pro276     Asn279 Arg281 Lys299 

5SVM 2-methylthio ATP         Val274 Ser275       Asn279 Arg281 Lys299 

5SVR A-317491     Ser272 Ser273 Val274 Ser275         Arg281 Lys299 

5SVQ TNP-ATP Asp158 Asp266           Gly277 Tyr278 Asn279 Arg281 Lys299 

5SVK ATP (open state)         Val274 Ser275 Pro276     Asn279 Arg281 Lys299 

5SVL ATP (closed state)         Val274 Ser275       Asn279 Arg281 Lys299 
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 У Табл.2.2 наводиться порівняння амінокислотних залишків обох 

субодиниць, що формують ортостеричний центр, рецепторів, чия  просторова 

структурна інформація отримана шляхом рентгеноструктурного аналізу 

(PDB: 6АН4) та шляхом моделювання структури за гомологією [1]. Дане 

порівняння ще раз ілюструє стабільність амінокислотного складу у 

відповідних позиціях - Arg281, Lys299, Ser275, Asn279. Також наявні 

додаткові збіги - Thr172, Lys63. 

3.1.2. Протеїн-лігандові взаємодії ортостеричного центра Р2Х4 

  

 

Рис.2.3. Двовимірні діаграми сайтів зв’язування. Зліва – іонний канал P2X4, 
зв'язаний з ЦТФ; справа - іонний канал P2X4 у зв’язаному з АТФ стані. 

Аналізуючи сайти зв’язування рецептора P2X4 з ЦТФ та АТФ (див. 

Табл.2.3), спостерігаємо аналогічний амінокислотний склад ортостеричного 

центру, окрім наявності Pro293 у взаємодії з ЦТФ. Проте тип зв’язку для 

амінокислотного залишку Arg143 має відмінний характер (див. Рис.2.3) – 

водневий зв’язок з цитозином та π-алкільний зв’язок з аденіном. 
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Табл.2.3. Порівняння амінокислотних залишків, що формують сайт  
зв’язування рецептора P2X4 з лігандом 

Код PDB Ліганд  Амінокислотний залишок 
5WZY ЦТФ Arg143 Ala292 Pro293 Asn296 Arg298 Lys316 
4DW1 ATФ Arg143 Ala292   Asn296 Arg298 Lys316 

 

 

3.1.3. Протеїн-лігандові взаємодії ортостеричного центра Р2Х7 

  

Рис.2.4. Двовимірні  діаграми сайтів зв’язування. Зліва – іонний канал P2X7, 
зв'язаний з АТФ; справа - іонний канал P2X7 у зв’язаному з ТНФ-АТФ стані 

Сайт зв’язування рецептора P2X7 з АТФ формують амінокислотні 

залишки двох субодиниць: до субодиниці А відносяться Lys66, Lys64, 

Lys193, Leu191, Ile228, Thr189, тоді як Pro142, Asn292, Lys311, Arg294, 

Lys145 до субодиниці В. Типи взаємодій в ортостеричному центрі P2X7 є 

характерними для таких серед інших досліджених ортостеричних центрів. 

Сольові містки утворюються з амінокислотними залишками Lys66 та Lys311. 

Електростатичні взаємодії з Lys66, Lys64, Lys193, Lys311, Arg294, Lys145. 

Водневі зв’язки формуються з Lys66, Thr189, Asn292, Arg294, Lys64. В π-

алкільних зв’язках беруть участь Lys66, Lys64, Leu191, Ile228, Pro142. 
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 У сайті зв’язування рецептора P2X7 з ТНФ-АТФ також беруть участь 

дві субодиниці, з таким амінокислотним складом: Ala113, Thr112, Lys114, 

Lys298, His131, Tyr300, Glu162, Lys236, Ser278, Tyr274, Val130 для 

субодиниці В; Thr202, Thr64, Leu65, Phe179, Val178, Thr177, Ile216, Lys181, 

Lys66 для субодиниці С. В електростатичних взаємодіях задіяні Lys66, 

Lys181, Lys114, Lys236, Lys298. Водневі зв’язки формують амінокислотні 

залишки Lys66, Lys236, Thr64, Thr177. Π-алкільні зв’язки утворюють Lys66 

та Ile216. Окрім характерних електростатичних, водневих та π-алкільних 

взаємодій, наявний π-π Т-подібний зв’язок Phe179 з аденозином, до того ж 

значна частина амінокислотних залишків формує вандерваальсові взаємодії, 

а саме Ala113, Tyr300, Glu162, Ser278, Thr202, Leu65, Val178, Val130, Tyr274. 

Табл.2.4. Порівняння амінокислотних залишків двох субодиниць, що 
формують сайт  зв’язування рецептора P2X7 з лігандом 

P2X7R Ліганд  Амінокислотний залишок 

5XW6 ТНФ-АТФ Thr64 Leu65 Lys66 Thr177 Val178 Phe179 Lys181       Thr202 Ile216   

6U9W ATФ Lys64   Lys66         Thr189 Leu191 Lys193     Ile228 

гомологія  АТФ Lys64   Lys66           Leu191 Lys197       

 

P2X7R Ліганд Амінокислотний залишок 
5XW6 ТНФ-АТФ Thr112 Ala113 Lys114 Val130       
6U9W  АТФ         His131 Pro142 Lys145 
гомологія    АТФ             Lys145 
 

 Амінокислотний залишок 
 Glu162 Lys236 Tyr274     Ser278     Lys298 Tyr300   
             Asn292 Arg294     Lys311 
       Arg276 Arg277     Arg294     Lys311 
 

У Табл.2.4 проведено порівняння амінокислотного складу 

ортостеричних центрів, сформованих двома субодиницями рецептора P2X7, 

просторова структура яких отримана шляхом рентгеноструктурного аналізу 

та моделюванням за гомологією. Аналізуючи Табл.2.4, спостерігаємо 

незначну кількість стабільних амінокислотних залишків у відповідних 
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позиціях: Lys64/Thr64, Lys66, Thr177/Thr189, Leu191, Lys181/Lys193/Lys197, 

Ile216/Ile228, Lys145, Arg294, Lys298/Lys311. 

Підсумовуючи протеїн-лігандові взаємодії в ортостеричних центрах 

пуринорецепторів Р2Х, можна виділити такі пункти: 

1. Ортостеричний центр рецептора P2X3 містить амінокислотні залишки 

Arg281, Lys299, що стабільно електростатично взаємодіють, Asn279, що 

стабільно входить до водневого зв’язку, та Ser275 і Val274, чия 

наявність є стабільною при відмінних типах взаємодій. 

2. Ортостеричний центр рецептора P2X4 містить стабільні електростатичні 

та водневі взаємодії амінокислотних залишків Ala292, Asn296, Arg298, 

Lys316, присутність Arg143 також є характерною, але відмінною за 

типом взаємодії залежно від азотистої основи. 

3. Ортостеричний центр рецептора P2X7 містить незначну кількість  

амінокислотних залишків з однаковими типами взаємодій, 

електростатичні, водневі та π-алкільні взаємодії з Lys66, водневі - з 

Thr177/Thr189, електростатичні - з Lys181/Lys193, π-алкільні - з 

Ile216/228, та значну кількість вандерваальсових взаємодій з 

конкурентним антагоністом.  

Таким чином, нами було виявлено амінокислотний склад ортостеричних 

центрів пуринорецепторів, що надалі може бути використаним для 

рецептор-орієнтованого драг дизайну, перспективного методу пошуку 

фармакологічних інструментів.  

3.2. Дослідження участі активації пуринорецепторів у функціонуванні  

гладеньких м’язів шлунку щурів 

Інгібіторна нейротрансмітерна складова ентеричної нервової системи у 

шлунково-кишковому тракті опосередковується оксидом азоту (NO) та 

агоністами пуринорецепторів (перш за все, АТФ, а також ADP, NAD+, ADP-

рибозою, аденозином та диаденозиновими поліфосфатами). Оксид азоту 

спричиняє розвиток повільного компонента так званого неадренергічного 

нехолінергічного гальмування (nonadrenergic noncholinergic, NANC), тоді як 
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АТФ – швидкий компонент NANC, що опосередковується проведенням 

сигналу через активацію пуринорецепторів ATP.  

Відомо, що АТФ є співнейромедіатором, який, який вивільняється з 

ентеричних нейронів разом з іншими нейромедіаторами (зокрема, 

норадреналіном, вазоінтестинальним пептидом та глутаматом) [67]. Також 

відомо [68, 69], що у міоцитах антрального відділу шлунку і сліпої кишки 

експресуються P2Y1. Ймовірно, що саме вони опосередковують значну 

частину швидкого компоненту NANC  [70]. Ці рецептори експресуються в 

міоцитах, тому ефект дії пуринів лише частково визначається реакцією на 

агоністи пейсмекерних клітин Кахаля (ІСС); хоча порушення експресії ІСС 

призводить до втрати пуринергічної нейротрансмісії в гладеньком'язовій 

тканині кишечнику [70]. Загалом, пуринергічне гальмування  через  P2Y1-

пуринорецептори реалізується за каскадом P2Y1/Gαq/PLC/IP3/Ca2+ і надалі 

через відкривання Са2+-активованих К+-каналів малої провідності (каналів 

Kca2.3) [69, 71]. 

Інша суттєва сткладова пуринергічної трансмісії у вісцеральних 

гладеньких м'язах реалізується через іонотропні пуринорецептори [72]. Так, у 

міоцитах шлунку експресуються Р2Х4-пуринорецептори [73]. Доведено, що у 

гладеньком’язовій тканині стінок судин і сечового міхура домінантним 

типом пуринорецепторів є іонотропні P2X1-рецептори, які обумовлюють 

скорочувальну реакцію [74, 75, 76]; цікаво, що у випадку патології 

гіперчутливого сечового міхура експресія цих каналів суттєво зростає [77]. У 

механосернорингу ступеню розтягу порожнистих вісцеральних органів 

(стінок кишечнику і сечового міхура) ключову роль відіграють P2X3-

пуринорецептори, які експресуються аферентних нейронах і ендотелії [78, 

79]. 

У експерименті in vitro нами було досліджено ефект аплікування 

екзогенного АТФ на  багатоклітинні препарати кільцевих гладеньких м’язів 

антрального відділу шлунку щурів. Оскільки АТФ фактично є релаксантом, 

його ефект вивчали за умови преконстрикції м’язових препаратів – на 
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тонічному компоненті К+-індукованого (80 мМ) скорочення. Зареєстроване 

АТФ-індуковане розслаблення (див. Рис.2.5) аналізували методом 

механокінетичного аналізу Костеріна-Бурдиги з розрахунком нормованої 

максимальної швидкості фази розслаблення [80]. Встановлено, що АТФ-

ергічна релаксація м’язів антрального відділу шлунку характеризується 

нормованою максимальною швидкістю 0,69±0,03 хв-1 (n=7).  
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Рис.2.5. Розслаблення кільцевих гладеньких м’язів антрального відділу шлунку 

щурів, індуковане аплікуванням аденозинтрифосфорної кислоти  

АТФ (10-5 М) на тонічній складовій скорочення, викликаному гіперкалієвим 

розчином (80 мМ) кільцевих гладеньких м’язів антрального відділу шлунку: 

Наведено типову механограму. 

Отже, гладеньком’язові  препарати антрального відділу шлунку щурів є 

зручною моделлю для подальшого вивчення фармакологічних ефекторів 

(агоністів і антагоністів) пуринорецепторів та процесів АТФ-індукованого 

гальмування-розслаблення кільцевих гладеньких м’язів антрального відділу 

шлунку. 
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3.5. Планування досліджень in silico та in vitro фармакологічних 

властивостей сполук-агоністів і антагоністів пуринорецепторів 

 У рамках продовження досліджень фармакологічних властивостей 

пуринорецепторів, їх ролі у функціонуванні окремих гладеньких м'язів, а 

також розробці і дослідженні властивостей сполук-селективних агоністів і 

антагоністів, нами розроблено наступну схему проведення подальших 

досліджень in silico та in vitro:  

І.  Експерименти in silico передбачається здійснювати за алгоритмом: 

1. Реконструювати тримерний комплекс пуринорецепторів та їх 

функціональний цикл в мембрані. 

2. Перевірити гіпотези про необхідність 3 молекул агоніста для активації 

рецептора. 

3. Реконструювати ортостеричні центри людських та щурячих 

пуринорецепторів, провести порівняльний аналіз. 

4. Дослідити виявлені ортостеричні центри при взаємодіях з АТФ-

подібними агоністами та відомими конкурентними антагоністами, 

наприклад, ТНФ-АТФ; 

5. Сформулювати параметри для фармакофорного аналізу; 

6. Провести фармакофорне моделювання; 

7. Відбір сполук за фармакофорними ознаками, віртуальний скринінг 

лігандів. 

ІІ. Експерименти in vitro передбачається здійснювати із використанням 

тканин гладеньких м'язів: antrum,  сечового міхура (зі збереженим і 

видаленим уротелієм) та міометрія щурів (у тканині цих м'язів 

пуринорецептори відіграють ключову роль у регуляції збудливості): 

1. Здійснити реєстрацію скорочувальної активності в умовах тривалої 

попередньої інкубації (1 мкМ, упродовж 30 хв) з агоністами окремих типів 

пуринорецепторів ( α,β-MeATP для Р2Х і УТФ для Р2У) для  вибіркової 

інактивації десенситизацією одного з типів рецепторів та вивченням 
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фармакологічних властивостей іншого (недесенситизованого) типу 

пуринорецепторів. 

2. Дослідити скорочувальну активність, індуковану відносно селективних 

агоністів різних типів пуринорецепторів (у концентраціях 10 нМ і 10 

мкМ): 

2.1.  α,β-MeATP (неселективного агоніста Р2Х-пуринорецепторів); 

2.2. β,γ-MeATP (селективного агоніста Р2Х1- та Р2Х3-

пуринорецепторів); 

2.3. УДФ (неселективного агоніста Р2У-пуринорецепторів). 

3. Дослідити скорочувальну активність, індуковану α,β-MeATP, β,γ-MeATP 

та УТФ (у концентраціях 10 нМ і 10 мкМ) за дії тестованих сполук з 

передбачених дослідами in silico активністю агоністів і антагоністів. 

4. Дослідити залежності “концентрація агоністу-ефект”(10-10 — 10-4 M) 

для агоністів АТФ, УТФ, α,β-MeATФ, β,γ-MeATФ та 2-метилтіо-ATФ: 

4.1. в інтактному контролі; 

4.2. на тлі дії ефекторів, які здатні інактивувати проведення сигналу 

через Р2У-рецептори (блокатор фосфоліпази С U-73122, 1мкМ; 

номінально безкальцієвий розчин Кребса з 2 мМ хелатора іонів Са2+ 

ЕГТА); на тлі антагоністів аденозинових рецепторів (підтипу А1 DPCPX, 

підтипу А2 CGS-15943); 

4.3. за дії тестованих сполук з передбачених дослідами in silico 

активністю агоністів і антагоністів, на тлі дії ефекторів, які здатні 

інактивувати проведення сигналу через Р2У-рецептори (блокатор 

фосфоліпази С U-73122, 1мкМ; номінально безкальцієвий розчин Кребса 

з 2 мМ хелатора іонів Са2+ ЕГТА); на тлі антагоністів аденозинових 

рецепторів (підтипу А1 DPCPX, підтипу А2 CGS-15943). 
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ВИСНОВКИ 

Проведені нами дослідження in silico виявили амінокислотний склад 

ортостеричних центрів пуринорецепторів, що надалі може бути 

використаним для рецептор-орієнтованого драг дизайну: 

1. Ортостеричний центр рецептора P2X3 містить амінокислотні залишки 

Arg281, Lys299, що стабільно електростатично взаємодіють, Asn279, що 

стабільно входить до водневого зв’язку, та Ser275 і Val274, чия наявність 

є стабільною при відмінних типах взаємодій. 

2. Ортостеричний центр рецептора P2X4 містить стабільні електростатичні 

та водневі взаємодії амінокислотних залишків Ala292, Asn296, Arg298, 

Lys316, присутність Arg143 також є характерною, але відмінною за типом 

взаємодії залежно від азотистої основи. 

3. Ортостеричний центр рецептора P2X7 містить незначну кількість  

амінокислотних залишків з однаковими типами взаємодій, 

електростатичні, водневі та π-алкільні взаємодії з Lys66, водневі - з 

Thr177/Thr189, електростатичні - з Lys181/Lys193, π-алкільні - з 

Ile216/228, та значну кількість вандерваальсових взаємодій з 

конкурентним антагоністом.  

Дослідження in vitro підтвердили, що гладеньком’язові  препарати 

антрального відділу шлунку щурів є зручною моделлю для подальшого 

вивчення фармакологічних ефекторів (агоністів і антагоністів) 
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пуринорецепторів та процесів АТФ-індукованого гальмування-розслаблення 

кільцевих  гладеньких м’язів антрального відділу шлунку. 
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	При візуалізації структури рецептора  P2X3 (PDB: 6AH4), чітко видно, що ортостеричний центр (див. Рис.2.1) формують амінокислотні залишки двох субодиниць, а саме Lys63, Lys65, Ile215, Thr172, Val64, Ile173, Phe174, Met200 субодиниці А та Ser275, Arg28...

