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У попередньому дослідженні ми провели реконструкцію просторової організації 
повнорозмірного ГАМКВ-рецептора за допомогою комп’ютерного моделювання [1]. 
Зважаючи на те, що селективним агоністом зазначених рецепторів є баклофен, у 
даній роботі ми здійснили пошук сайтів зв’язування молекул цього агента з екстра-
целюлярною частиною ГАМКВ1-субодиниці згаданого рецептора, проаналізували мо-
лекулярну динаміку їх взаємодії і розрахували енергії невалентних взаємодій молекул 
досліджуваних рецептора та агоніста. Аналіз процесу докінга баклофену з екстрацелю-
лярною частиною ГАМКВ-рецептора за величиною та знаком енергії дозволив встано-
вити три можливі сайти зв’язування вказаного агоніста з рецептором. З використанням 
методу молекулярної динаміки було ідентифіковано два сайти, здатні до стабільного 
утримання молекули баклофену ГАМКВ-рецептором. 
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ВСТУП

ГАМКВ-рецептори належать до родини метабо-
тропних рецепторів, поєднаних з G-протеїнами; в 
межах цієї родини ГАМКВ-рецептори є структур-
но найближчими до ГАМКС-рецепторів. Функціо-
нальні ГАМКВ-рецептори існують у вигляді диме-
рів, розташованих у плазматичній мембрані [2]. 
Ендогенним агоністом ГАМКВ-рецепторів є гамма-
аміномасляна кислота (ГАМК) – основний гальмів-
ний трансмітер у нервовій системі ссавців. На сьо-
годні ідентифіковано дві субодиниці, що формують 
ГАМКВ-рецептор, – R1 та R2. Як вважають, функ-
ціональні властивості ГАМКВ-рецепторів залежать 
від утворення гетероолігомерних комплексів, що 
включають у себе обидві субодиниці  – R1 та R2 
(ГАМКВ1 і ГАМКВ2) [3–5]. Ці субодиниці приблиз-
но на 35 % співпадають за своєю первинною струк-
турою (послідовністю амінокислотних залишків). 
Субодиниця R1 зв’язує молекулу агоніста (ГАМК), 
а субодиниця R2 є відповідальною за активацію 
трьох шляхів передачі сигналу через комплекси 
G-протеїнів (Gαβγ) [3]. 

Завдяки активації ГАМКВ-рецепторів регулюють-
ся декілька складних процесів у нервовій систе-
мі, а саме інгібується активність аденілілцикла-
зи, зменшується агоністстимульований синтез 
інозитол-1,4,5-трифосфату, інгібуються активність 
потенціалкерованих кальцієвих каналів та актива-
ція калієвих каналів. Передача сигналу від ГАМКВ-
рецепторів до аденілілциклази відбувається через 
комплекс протеїнів Gαi та Gαo. Агоністзалежне 
зв’язування молекули G-протеїну забезпечуєть-
ся завдяки взаємодії з внутрішньоклітинним до-
меном (або декількома доменами) молекули субо-
диниці R2 (можливо, це відбувається з другою та 
третьою внутрішньоклітинними петлями її моле-
кули). Калієві іонні канали, дія яких регулюється 
ГАМКВ-рецепторами, зазнають у даному випадку 
впливу через активацію βγ-комплексу G-протеїнів 
(Gβγ). Цей G-протеїновий комплекс також функ-
ціонально поєднує ГАМКВ-рецептори з пресинап-
тичними кальцієвими каналами N-, Р- та Т-типів. 
З використанням імуногістохімічних методів було 
встановлено, що R1- і R2-субодиниці коекспресу-
ються практично в усіх регіонах мозку, хоча в про-
сторовому розподілі вказаних функціональних су-
бодиниць і спостерігаються деякі розбіжності. 
Кожна із субодиниць ГАМКВ-рецептора має вели-
ку зовнішню N-термінальну ділянку, за якою послі-
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довно розташовані сім трансмембранних доменів 
та внутрішньоклітинний С-термінал, функціону-
ючий як інструмент гетеродимеризації. Рецептори 
даного виду звичайно розрізняють за рівнем їх по-
треби в субодиниці R1 або R2 для гетеродимериза-
ції. Вважають, що тільки після гетеродимеризації 
ГАМКВ-рецептор стає повністю функціональним 
[5]. Більш того, якщо вказані субодиниці експресу-
ються роздільно, субодиниця R1 не здатна досягати 
зовнішньої поверхні клітинної мембрани, утриму-
ючись на ендоплазматичному ретикулумі, а субо-
диниця R2 без R1 не здатна зв’язувати молекулу 
ГАМК. У стані спокою обидві субодиниці рецеп-
тора знаходяться у відкритій конформації, і тіль-
ки субодиниця ГАМКВ1 закривається при агоністін-
дукованій активації рецептора. Молекули агоністів 
і антагоністів інжектуються в міждоменну щіли-
ну ГАМКВ1-субодиниці завдяки перекриванню по-
зицій певних амінокислотних залишків останньої. 
Молекула антагоніста унеможливлює перехід суб
одиниці ГАМКВ1 до закритої конформації активно-
го стану, в той час як молекула агоніста зумовлює 
замикання її домену для активації [6]. 

Нещодавно ми провели реконструкцію про-
сторової організації повнорозмірного ГАМКВ-
рецептора з використанням комп’ютерного моде-
лювання [1]. Розрахунки молекулярної динаміки 
рецептора показали, що через 18 нс після почат-
ку обрахунків відбуваються компактизація інтраце-
люлярних сегментів субодиниць рецептора та збли-
ження їх трансмембранних частин, а після 36 нс 
реалізується взаємодія екстрацелюлярних частин. 
Для подальшого аналізу структурної організації 
ГАМКВ-рецептора та його перебудов, викликаних 
взаємодією із сигнальними молекулами, важливими 
є дослідження сайтів його взаємодії з агоністами. 

Одним із селективних агоністів цих рецепто-
рів є баклофен (β-(4-хлорофеніл)-γ-аміномасляна 
кислота); зараз він вважається найефективнішим 
серед таких агоністів. Ми намагалися за допомо-
гою комп’ютерного моделювання провести пошук 
сайтів зв’язування молекули баклофену із екстра-
целюлярною частиною В1-субодиниці ГАМКВ-
рецептора.

МЕТОДИКА

Для роботи із просторовою структурою агоніс-
та ГАМКВ-рецептора баклофену використовували 
базу даних хімічних сполук та сумішей PubChem 

[7, 8]. Квантовомеханічний розрахунок зарядів ато-
мів ізольованої молекули баклофену проводили за 
допомогою програмного пакета «GAUSSIAN03» 
для платформи Win32 [9]. Було використано веб-
сервіс SwissParam, який надає топологічні дані 
та координати невеликих органічних молекул, су-
місних із силовим полем CHARMM, для їх вико-
ристання з «CHARMM» і «GROMACS» [10]. Для 
проведення пошуку сайтів взаємодії було викорис-
тано SwissDock-веб-сервіс для прогнозування мо-
лекулярних взаємодій, що можуть реалізуватися 
між білком-мішенню та тією або іншою невеликою 
молекулою (на базі технології EADock DSS, на-
даної групою молекулярного моделювання Швей-
царського інституту біоінформатики [11, 12]). Ві-
зуалізацію та аналіз характеристик контактних 
поверхонь здійснювали з використанням настіль-
ного програмного забезпечення «Discovery Studio 
Visualizer» (версії 2.0 та 2.5; «Accelrys Software 
Inc.», США; http://accelrys.com/). Стабільність 
обраного комплексу екстрацелюлярної частини 
ГАМКВ-рецептора з його агоністом (баклофеном) 
оцінювали за допомогою визначення довготри-
валої молекулярної динаміки в межах інтервалу 
100  нс після початку взаємодії; використовували 
програмний пакет «GROMACS» (версія 4.6.3) [13]. 
Візуалізацію поведінки комплексу під час молеку-
лярної динаміки здійснювали за допомогою про-
грамного забезпечення «Visual Molecular Dynamics 
1.6.1» [14].

Для розрахунків молекулярної динаміки в 
програмі «GROMACS» було одержано файли ко-
ординат (*.gro) та топології (*.itp) молекули бак
лофену (веб-сервіс SwissParam). Файли коорди-
нат та топології для екстрацелюлярної частини 
ГАМКВ-рецептора було отримано за допомогою 
модуля «pdb2gmx» з використанням силового поля 
CHARMM27 (all-atom force field). Структуру ча-
стини рецептора з приєднаною молекулою бакло-
фену розміщували в боксі (модуль «editconf») 
з мінімальною відстанню від стінок боксу до 
атомів рецептора (10 Å, тобто 1.0 нм). Розрахун-
ки молекулярної динаміки проводили у водно-
му оточенні (модель SPC216, модуль «solvate»). 
Для нейтралізації системи додавали іони Na+ і Cl–. 
Оптимізації енергії моделей досягали за рахунок 
мінімізації вільної енергії з використанням об-
числювальних модулів «grompp» та «mdrun». Роз-
рахунки молекулярної динаміки проводили при 
температурі 300 оК; тривалість розрахунків склада-
ла 100 нс. 
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Комп’ютерна симуляція взаємодії молекули бак
лофену з ГАМКВ-рецептором. Просторову струк-
туру субодиниці ГАМКB1a (амінокислотні залиш-
ки 15–592 у первинній послідовності білка) було 
одержано завдяки молекулярному моделюванню 
повнорозмірного рецептора в наших попередніх 
дослідженнях (pис. 1, А; див. стор. 9) [1]. 

З використанням бази даних хімічних сполук та 
сумішей PubChem (pис. 1, Б) було отримано про-
сторову структуру молекули баклофену (PubChem 
CID: 2284, молекулярна формула C10H12ClNO2, мо-
лекулярна маса 213.66078 Д). За допомогою кван-
товомеханічних методів розрахунку в представ-
леній роботі було оцінено, за Маллікеном [15], 
заряди на атомах ізольованої молекули баклофену 
(В). Розрахунки виконували з використанням про-
грамного пакета «GAUSSIAN03» для платформи 
Win32 [9] без структурних обмежень на рівні теорії 
DFT B3LYP/6-311++g(d,p). Було також розраховано 
коливальний спектр у гармонічному наближенні, та 
показано, що конформація молекули баклофену в 
реакційній кишені знаходиться в перехідному стані 
з уявною частотою νi = 96.64i cм–1.

Пошук сайтів взаємодії молекули баклофену з 
екстрацелюлярною частиною ГАМКВ1-субодиниці 
рецептора nf yfcnegybq fyfksp nfrb[ cfqnsd прово-
дили за допомогою веб-сервісу SwissDock, резуль-
тати якого оцінювалися за параметрами FullFitness 
та вільної енергії зв’язування (∆G) ліганду з ре-
цептором. SwissDock виявив сім потенційних сай-
тів зв’язування агоніста з рецепторною частиною. 
Серед можливих варіантів зв’язування молеку-
ли баклофену з ГАМКB-рецептором, запропоно-
ваних програмою «SwissDock», було обрано сайт 
зв’язування з агоністом (перший сайт), до якого уві-
йшли такі амінокислотні залишки: Lys154, Pro155, 
His156, Cys157, Lys483, Thr484, Gly487, Gln508,  
Arg511,  Ala512 та  Ser515 (Ful lFi tness :  – 
3552.4094  ккал/моль; ∆G = –6.67 ккал/моль) 
(pис.  2, А; див. стор. 9). Розрахунки молекуляр-
ної динаміки першого сайту зв’язування бакло-
фену з екстрацелюлярною частиною ГАМКВ1-
субодиниці рецептора показали, що в даній 
точці молекула баклофену утримувалася впро-
довж 100 нс (Б). Згідно з розрахунками коли-
вань енергій невалентних взаємодій, даний комп-
лекс є досить стабільним у часі (В). Розрахунки 
вільної енергії взаємодії ліганду та рецептора в 
даному сайті дали величину – 91.5005 кДж/моль.  

До другого  с айт а  зв ’язування  з  агоніс -
том ув ій шли т ак і  амінокислоти:  Trp182 , 
Ser247 ,  Gly268 ,  Ser270 ,  Va l318 ,  Phe319 , 
Tyr367 ,  I l e393  та  Trp395  (Ful lF i tness :   – 
3554.47 ккал/моль; ∆G = – 6.95 ккал/моль)  
(pис. 3, А; див. стор. 9). Після проведення процеду-
ри молекулярної динаміки виявилося, що в даному 
сайті баклофен утримувався впродовж усього часу 
розрахунків (Б). Розрахунки коливань енергій нева-
лентних взаємодій показали, що даний комплекс та-
кож є стабільним у часі (В). Значення вільної енер-
гії взаємодії ліганду та рецептора в даному сайті 
становило – 45.2525 кДж/моль.

Як свідчили результати проведених досліджень, 
сайт зв’язування селективного агоніста ГАМКB-
рецептора баклофену, розташований під “клешня-
ми”, є структурованим у три групи зі щільно роз-
ташованими амінокислотними залишками. Групи 
віддалені одна від одної на 326 та 79 амінокис-
лотних залишків. У двох перших групах є аміно-
кислотні залишки, які створюють неупорядковані 
щодо спіралізації ділянки поліпептидного ланцю-
га. Це гідрофобні амінокислоти Рro155, розташова-
ний у першій групі, з потенціалом спіралізації ∆G = 
= (+3) кДж/моль та Gly487, розташований у другій 
групі, із ∆G = (0 кДж/моль). Загальновідомо [14], 
що амінокислота пролін є єдиною циклічною амі-
нокислотою, в якої відсутня аміногрупа. Через таку 
особливість залишок даної амінокислоти не бере 
участі у формуванні водневих зв’язків; завдяки 
цьому утворюється чіткий вигин білкового ланцю-
га. Згідно зі значенням, якого набуває стандартна 
вільна енергія Гіббса, гліцин також є однією з най-
менш здатних до утворення α-спіралі амінокислот. 
Залишки гліцину, як і проліну, зустрічаються в тих 
ділянках поліпептидного ланцюга, які для досяг-
нення найбільш щільної конформації повинні мати 
максимальний вигин. До складу першої та другої 
згаданих вище груп входять також полярні зарядже-
ні амінокислоти (Lis154, His156 та Lis483). Їх ради-
кали несуть позитивний заряд та, як можна припус-
тити, беруть участь в утворенні електростатичних 
зв’язків з молекулою баклофену. Крім того, відомо 
[19], що зазначені амінокислоти в поліпептидному 
ланцюзі функціонують як основи; вони здатні до 
депротонування. 

Під “клешнями”, як відмічалося вище, розташо-
вується третя група амінокислотних залишків, що 
входить до сайта зв’язування баклофену. Вона має 
високий ступінь спіралізації; в цій групі відсутні 
такі амінокислотні залишки, як пролін та гліцин. 
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Усі амінокислоти даної групи мають негативне зна-
чення потенціалу спіралізації; зокрема, потенціа-
ли спіралізації Аrg511 та Ala512 становлять –0.77 
та –0.68 кДж/моль, що відповідає найбільшим зна-
ченням ∆G серед відомих 20 амінокислот. До скла-
ду цієї самої групи входить також залишок кеппін-
гової амінокислоти серину Ser515. Бічний ланцюг 
вказаної кислоти є здатним утворювати водневий 
зв’язок з поліпептидним остовом, чим полегшує 
формування межі між його спіральним та клубко-
вим відрізками. Відомо також [14], що бічний лан-
цюг серину за присутності амінокислотного залиш-
ку поліпептидного ланцюга (в третій групі це може 
бути Аrg511), функціонуючий як основа, може де-
протонуватися з утворенням оксианіона з високою 
реакційною здатністю. Можна думати, що цей оксі-
аніон здатний утворювати зв’язок із баклофеном. 
До кеппінгових амінокислот сайта зв’язування, що 
розглядається, відноситься також залишок Тhr484 
(входить до складу другої групи амінокислот). У 
межах групи депротонування гідроксильної групи 
бічного ланцюга вказаного залишку може відбува-
тися за участі Lys484. Що ж до сайта зв’язування 
баклофену, розташованого в “клешнях” ГАМКB-
рецептора, то амінокислоти, що входять до його 
складу (Trp 182, Ser247, Cly268, Ser270, Val318, 
Phe319, Tyr367, Ile393 та Trp395), на відміну від 
таких сайта, розміщеного під “клешнями”, не утво-

рюють груп (більше двох) із близько розташова-
ними амінокислотними залишками. Цей сайт не 
вміщує полярних заряджених амінокислотних за-
лишків. До його складу входять гідрофобні, а та-
кож полярні незаряджені амінокислоти, а аміно-
кислотний залишок Gly268 характеризується дуже 
низькою, як зазначалося вище, здатністю до спіра-
лізації (∆G = 0 кДж/моль). Відомо [19], наприклад, 
що у білків-рецепторів амінокислотні залишки, до 
складу яких входить ароматичне кільце (на сайті 
зв’язування це Trp182, Phe319, Tyr367 та Trp395), 
можуть утворювати катіон-π-електрон-взаємодії з 
бічними позитивно зарядженими групами лігандів 
(сила ж катіон-π-електрон-взаємодій у три-чотири 
рази менша сили водневих зв’язків).

Таким чином, аналіз сайтів зв’язування бакло-
фену з ГАМКB-рецептором показав, що взаємодія 
цього селективного агоніста із сайтом зв’язування, 
розташованим під “клешнями”, вірогідно, відбува-
ється переважно за рахунок електростатичних вза-
ємодій, тоді як у “клешнях” – переважно за рахунок 
катіон-π-електрон-взаємодій. Враховуючи зазначе-
не вище, можна думати, що стабілізація комплексу 
баклофен–сайт зв’язування ГАМКB-рецептора, роз-
ташований під “клешнями”, вірогідно, відбувається 
переважно за рахунок електростатичних взаємодій 
бічних радикалів полярних заряджених амінокис-
лот, що несуть виключно позитивний заряд, із не-

Р и с. 4. Парне вирівнювання амінокислотних послідовностей екстрацелюлярних частин ГАМКВ1а- (GABR1a_Human) та ГАМКВ1в- 
(GABR1b_Human) субодиниць ГАМКВ-рецептора людини за допомогою програми «Clustal X (2.1)».
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гативно зарядженою групою баклофену. В клешнях 
же це реалізується переважно за рахунок катіон-
π-електрон-взаємодій, які, згідно з літературними 
джерелами [20], також мають електростатичну при-
роду.

За даними літератури [6] щодо зв’язування 
екстрацелюлярної частини ГАМКВ1а-субодини-
ці ГАМКB-рецептора з баклофеном, у щілині між 
“клешнями” молекула останнього може взаємодіяти 
з такими амінокислотними залишками, як Ser130, 
Ser153, His170 та Glu349, утворюючи водневі 
зв’язки. Також реалізуються екстенсивні ван-дер-
ваальсові взаємодії молекули баклофену та Trp65 і 
Trp278. Trp278 і Tyr250, задіяних у кільце-стекінг-
взаємодії з цим агентом. 

Ідентичність амінокислотної послідовнос-
ті екстрацелюлярної частини ГАМКВ1а-субодини-
ці ГАМКВ-рецептора та екстрацелюлярної части-
ни ГАМКВ1в-субодиниці рецептора становить 73.8, 
а подібність – 74.8 % (pис. 4). Це пояснюється тим, 
що більша частина послідовностей є тотожною 
(амінокислотні залишки 165–587 для ГАМКВ1а та 
48–470 для ГАМКВ1в). Інша частина послідовнос-
тей (амінокислотні залишки 115–164 для ГАМКВ1а 
та 1–47 для ГАМКВ1в) кардинально розрізняються 
між собою (ідентичність даного фрагмента послі-
довності становить 20, а подібність – 32 %). Також 
слід взяти до уваги, що екстрацелюлярна частина 
ГАМКв1а-субодиниці рецептора, на відміну такої 
від ГАМКВ1в, має велику N-кінцеву ділянку.

Враховуючи зазначене, можна припустити, що 
в даному сайті баклофен зв’язується з такими 
амінокислотними залишками триптофану, як Trp182 
та Trp395, утворюючи екстенсивні ван-дер-ваальсові 
зв’язки. Взаємодія баклофену з амінокислотними 
залишками серину Ser247 та Ser270 стабілізується 
за допомогою водневих зв’язків [6, 16], а з тирози-
ном Tyr367 і, крім того, з триптофаном Trp395 фор-
муються кільце-стекінг-взаємодії. Індольне кільце 
Tyr367 повертається на ~170° для розміщення 
β-хлорфенілового замісника баклофену. Це 
відрізняє даний етап від зв’язування рецептора з 
ГАМК та має вирішальне значення для визначення 
фармакологічного профілю баклофену [17].

Дана робота не була пов’язана з будь-якими досліджен-
нями на людях або тваринах, і формальне підтвердження 
відповідності існуючим етичним нормам не було потрібно.

Автори роботи – А. М. Науменко, Л. М. Шаповал,  
О. Ю. Нипорко, І. С. Войтешенко, О. В. Цимбалюк,  
В. Ф. Сагач та Т. Л. Давидовська – підтверджують відсут-
ність будь-яких конфліктів щодо комерційних або фінансо-
вих відносин, відносин з організаціями або особами, котрі 
будь-яким чином могли бути пов’язані з дослідженням, а та-
кож взаємовідносин співавторів статті. 
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Р и с. 1. Комп’ютерна модель ГАМКВ-рецептора і молекули 
його специфічного агоніста баклофену. 
А – просторова структура екстрацелюлярної частини ГАМКВ1-
субодиниці ГАМКВ-рецептора; Б – тривимірна модель молекули 
баклофену, одержана з бази даних хімічних сполук та сумішей 
PubChem (PubChem CID: 2284); В – розподіл зарядів на атомах 
молекули баклофену, за Маллікеном [15].
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Р и с. 2. Положення молекули баклофену в першому сайті 
зв’язування з ГАМКВ-рецептором. 
А – молекулярний докінг; Б – взаємодії молекули баклофену 
після 100 нс молекулярної динаміки; В – розрахунки коливань 
енергій невалентних взаємодій екстрацелюлярної частини 
ГАМКВ1-субодиниці рецептора з баклофеном під час процедури 
молекулярної динаміки протягом 100 нс. 
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Р и с. 3. Положення молекули баклофену в другому сайті 
зв’язування з ГАМКВ-рецептором. 
А – молекулярний докінг; Б – взаємодії молекули баклофену 
після 100 нс процедури молекулярної динаміки; В – розрахунки 
коливань енергій невалентних взаємодій екстрацелюлярної 
частини ГАМКВ1-субодиниці рецептора з баклофеном під час 
процедури молекулярної динаміки протягом 100 нс. 
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Р и с. 1. Модель гранулярного нейрона (ГН) и схема анализа его импульсной активности.
А – структура модели ГН, включающей в себя цилиндрические сому и аксон, а также реконструированное дендритное дерево; 
ветви последнего объединены в четыре группы: лежащие в гранулярном слое (г. с.), проксимальные (п.), медиальные (м.) и 
дистальные (д.) – цветная шкала слева. Аксон состоит из четырех секций, соответствующих аксонному холмику (секции 1 и 2), 
начальному сегменту (секция 3) и основному стволу (секция 4, на схеме усечена). Местом приложения электрических стимулов 
(ст.) и регистрации (рег.) ответов является сома, представленная одной секцией. Б, В – схема анализа импульсной активности: 
Б – импульсная активность в виде периодически повторяющихся пачек потенциалов действия (ПД) и ее растровая диаграмма 
(р.д.); В – схема анализа межимпульсных интервалов (МИИ): 1 – интервалограмма; межпачечные и внутрипачечные МИИ (1 
и 2–6 соответственно) представлены соответственно черным и белыми кружками в линейном (В, 1) и логарифмическом (В, 2) 
масштабах; В, 3 – та же интервалограмма, сопоставленная со сравнительной диаграммой (см. рис. 5, А, 2); указана проводимость 
TRP-каналов, при которой была получена запись (Б). 

Р и с. 1. Модель гранулярного нейрона і схема аналізу його імпульсної активності. 
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