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ИНГИБИТОР PI3K И mTOR ВОКСТАЛИСИБ НАРУШАЕТ СОПРЯЖЕНИЕ 
МУСКАРИНОВОГО РЕЦЕПТОРА М3 С МОБИЛИЗАЦИЕЙ Ca2+
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Ингибитор PI3K и mTOR киназ воксталисиб считается перспективным лекарственным средством
для терапии различных опухолей. Между тем, использование этого соединения в терапевтических
целях ассоциируется с рядом побочных эффектов, причины которых не вполне ясны. В данной ра-
боте было показано, что в присутствии воксталисиба нарушается внутриклеточная Ca2+-сигнализа-
ция, инициируемая ацетилхолином в клетках HEK 293. Данные ингибиторного анализа свидетель-
ствовали о том, что за чувствительность этих клеток к ацетилхолину ответственны преимуществен-
но М3-мускариновые рецепторы и что воксталисиб подавляет Ca2+-ответы на ацетилхолин по
механизму, не связанному с ингибированием PI3K и/или mTOR. Результаты физиологических экс-
периментов свидетельствовали о возможности непосредственного влияния воксталисиба на взаи-
модействие М3-рецепторов с агонистами. С помощью методов вычислительной биофизики, вклю-
чая докинг и молекулярную динамику, моделировали взаимодействие М3-рецептора с воксталиси-
бом и другими соединениями, которые были использованы в физиологических экспериментах.
Вычислительные эксперименты показали, что воксталисиб способен связываться с ортостериче-
ским сайтом М3-рецептора и тем самым препятствовать его активации агонистом. Представляется,
что побочные эффекты, возникающие у пациентов при применении воксталисиба, могут быть ча-
стично обусловлены ингибированием холинергической сигнальной системы клеток, экспрессиру-
ющих М3-рецептор.
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белков, катализируемые разнообразными кина-
зами и фосфатазами, вовлечены в регуляцию
большинства клеточных функций и внутрикле-
точных процессов, включая сигнальные. Сиг-
нальные каскады, протекающие с участием фос-
фатидилинозитол-3-киназы (PI3K), Akt-киназы
и мишени рапамицина млекопитающих (mTOR),
регулируют множество ключевых процессов, в
том числе рост, пролиферацию и метаболизм кле-
ток. Кроме того, показано, что PI3K/Akt/mTOR-
путь патологически активирован в клетках опухо-
лей различного происхождения, а ингибирование
этого пути ведет к регрессии опухолей. В настоя-
щее время в качестве лекарственных средств
для противоопухолевой терапии используют ин-
гибиторы сигнальных молекул, вовлеченных в
PI3K/Akt/mTOR-сигнализацию [1].

К таким соединениям относится воксталисиб
(другие названия этого вещества SAR245409,
XL765), ингибирующий одновременно PI3K и
mTOR. В данный момент воксталисиб находится
на стадии клинических испытаний терапии опу-
холей различной природы и применяется как са-
мостоятельно, так и в сочетании с другими проти-
воопухолевыми препаратами и радиотерапией.
Установлено, что воксталисиб, используемый да-
же в качестве монотерапии, вызывает многочис-
ленные побочные эффекты, такие как тошнота,
диарея, гипергликемия, снижение аппетита, по-
вышенная утомляемость, сыпь, сухость кожи,
астения, рвота и нарушение баланса ферментов
печени [2]. Побочные эффекты воксталисиба мо-
гут быть связаны с тем, что помимо установлен-
ного ингибирования PI3K и mTOR, это вещество
может также воздействовать и на другие клеточ-
ные мишени. Так, например, в предыдущих ис-
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следованиях нами было показано, что такие ин-
гибиторы PI3K, как LY294002, LY303511 и PI828,
подавляют Ca2+-сигналы, вызываемые агониста-
ми аминергических рецепторов по механизму, не
зависящему от ингибирования PI3K, и, по всей
вероятности, воздействуя непосредственно на ре-
цепторы [3, 4]. В данной работе в физиологиче-
ских экспериментах мы исследовали ингибирую-
щее воздействие воксталисиба на Ca2+-сигналы,
инициируемые ацетилхолином, а также попыта-
лись объяснить природу этого явления, исполь-
зуя методы вычислительной биофизики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Микрофотометрия. В работе использовали
клетки линии HEK 293, которые культивировали
в среде DMEM (Gibco), содержащей 4.5 г/л глю-
козы, 10% эмбриональной бычьей сыворотки
(HyClone), 100 мг/мл гентамицина (Sigma), 2 мМ
глутамина (Sigma) во влажной атмосфере c 5%
CO2 в воздухе при 37°C. Для эксперимента клетки
снимали с культурального пластика 0.25% рас-
твором трипсина (Sigma), а затем прикрепляли ко
дну фотометрической камеры с помощью адге-
зивного материала Cell Tak (Corning). При всех
дальнейших манипуляциях клетки находились во
внеклеточном растворе, содержащем (мМ):
130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES,
pH 7.4, 10 глюкозы (все соли и буфер произведены
Sigma). Для загрузки флуоресцентным Ca2+-зондом
Fluo-4 клетки инкубировали в присутствии про-
никающего через мембрану Fluo-4 AM (4 мкМ) и
детергента Pluronic (0.02%) (оба Molecular Probes)
при комнатной температуре в течение 30 мин. За-
тем клетки отмывали внеклеточным раствором и
выдерживали в нем при комнатной температуре в
течение 1 ч.

Фотометрические эксперименты проводили с
использованием инвертированного флуорес-
центного микроскопа Axiovert 135 (Zeiss), обору-
дованного объективом Plan NeoFluar 20×/0.75 и
цифровой EMCCD камерой LucaR (Andor Tech-
nology). Флуоресценцию клеток возбуждали на
длине волны 480 ± 10 нм, эмиссию регистрирова-
ли в области 520 ± 20 нм, что соответствует спек-
тральным характеристикам Fluo-4. Изменение
уровня Са2+ в цитоплазме оценивали по относи-
тельному изменению интенсивности флуорес-
ценции Fluo-4 ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и F0 – ин-
тенсивность эмиссии Са2+-индикатора в текущий
момент времени и в начале регистрации, соответ-
ственно. Количественный фотометрический ана-
лиз изображений осуществляли с использовани-
ем программы NIS Elements (Nikon). Полученные
экспериментальные данные обрабатывали с по-
мощью программы Sigma Plot 12.5 (Systat Soft-
ware Inc).

Все химические соединения, использованные
в описанных ниже экспериментах, применяли
путем полной замены раствора в фотометриче-
ской камере с помощью системы перфузии. В ра-
боте использовали: ацетилхолин (Acetylcholine,
Tocris), воксталисиб (Voxtalisib, Selleckchem),
вортманнин (Wortmannin, Tocris), рапамицин
(Rapamycin, InvivoGen) и 4-DAMP (Tocris).

Компьютерное моделирование. При компью-
терном моделировании механизмов взаимодей-
ствия исследуемых соединений с мускариновым
М3-рецептором применяли два метода вычисли-
тельной биофизики: докинг – для определения
энергетически наиболее выгодных положений
исследуемых соединений на рецепторе; молеку-
лярную динамику – для анализа вероятной эво-
люции во времени предсказанных докингом ком-
плексов.

Для этого использовали 3D-структуру муска-
ринового M3-рецептора, полученную из базы
данных кристаллографических структур RCSB
(https://www.rcsb.org) [5], PDB ID: 4U15 [6].
Из исходной структуры предварительно были
удалены все небелковые молекулы, в частности
антагонист тиотропиум и белковый фрагмент
между 5-й и 6-й трансмембранными спиралями,
способствующий кристаллизации. Образовав-
шийся промежуток заполнили аминокислотным
линкером GSGSGSGS; выбор последовательно-
сти из глицина и серина мотивирован распро-
страненностью этих аминокислот в природных
линкерах, электронейтральностью, короткой бо-
ковой цепью и практикой использования в моле-
кулярно-динамическом моделировании лиганд-
рецепторного взаимодействия [7]. Количество
GS-повторов выбрано минимальным, обеспечи-
вающим свободную динамику 5-й и 6-й спира-
лей рецептора. Положение линкера на концах
5-й и 6-й спиралей смоделировано с помощью
SWISS-MODEL [8]. Исходная структура была по-
лучена для М3-рецептора крысы (Rattus norvegicus),
поэтому в SWISS-MODEL было дополнительно
проведено гомологическое моделирование по
аминокислотной последовательности рецептора
человека, более чем на 90% совпадающей с ами-
нокислотной последовательностью рецептора
модельного организма. 3D-структуры соедине-
ний ацетилхолин, воксталисиб, вортманнин, ра-
памицин и 4-DAMP были получены из баз дан-
ных ZINC [9] и PubChem [10]. Подготовку всех
структур к докингу проводили в AutoDockTools-
1.5.6. Докинг осуществляли с помощью Autodock
Vina 1.1.2 [11], позволяющего уточнять область на
рецепторе, в границах которой надлежит искать
наиболее выгодные для образования комплекса
конформации лиганда. В качестве такой области
было выбрано пространство между трансмем-
бранными спиралями рецептора, ограниченное
центром рецептора с одной стороны и внеклеточ-
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ными петлями с другой. Данный выбор мотиви-
рован наличием в базах данных нескольких экс-
периментально полученных структур, в которых
антагонисты мускаринового рецептора образуют
комплекс с рецептором именно в этой области.
Ввиду отсутствия кристаллографических струк-
тур мускаринового М3-рецептора в комплексе с
ацетилхолином, положение ацетилхолина, при-
нимаемое за ортостерический сайт рецептора,
также моделировали докингом. Константы дис-
социации соединений рассчитывали по формуле
Kd = exp(1000ΔG/RT), где ΔG – значение скоринг-
функции Autodock Vina 1.1.2, используемое как
аппроксимация свободной энергии связи, R – га-
зовая постоянная, равная 1.98 кал/(моль К), и T =
= 298.15; К – значение абсолютной температуры,
используемое Autodock Vina.

Для устранения возникающих при докинге
стерических конфликтов, уточнения конформа-
ции лиганда на рецепторе и проверки устойчиво-
сти предсказанных комплексов было проведено
моделирование методом молекулярной динами-
ки. Молекулярно-динамические расчеты выпол-
няли на видеокартах на базе графических процес-
соров Nvidia 2080 и Nvidia 3080 при помощи инстру-
мента pmemd.cuda, входящего в программное
обеспечение Amber 20 [12]. Предварительно для
аминокислотных остатков рецептора были опре-
делены формы протонирования. Аспартат в по-
ложении 113 был протонирован всегда, подобно
аспартату в положении 83 в родопсине, протони-
рованному в течение всего фотоцикла [13]. Расчет
состояний остальных аминокислотных остатков
был осуществлен с использованием PROPKA [14]
при pH 7.0. Для сохранения электронейтрально-
сти N- и C-концы содержали ацетильную и N-ме-
тиламидную группы соответственно.

Ориентирование структуры рецептора с целью
ее корректного размещения в мембране было
проведено с привлечением инструмента OPM [15].
Погружение лиганд-рецепторного комплекса в
модель мембраны и водного раствора NaCl в кон-
центрации 0.15 моль/л выполнено с помощью ин-
струмента Packmol Memgen 1.1.0 [16, 17]. В каче-
стве образующих мембрану фосфолипидов ис-
пользовали молекулы фосфатидилхолина (POPC).
Полученные структуры имели размер примерно
100 × 100 × 100 Å и содержали порядка 100000 атомов.

Параметризацию модели осуществляли с по-
мощью входящих в Amber Tools 20 инструментов
tleap, antechamber и parmchk2. При параметриза-
ции использовали следующие силовые поля:
ff19SB – для аминокислотных остатков, lipid17 –
для молекул мембраны, gaff2 – для лигандов.
В качестве модели воды использовали четырехто-
чечную модель OPC. Оптимизацию построенных
структур проводили методом итеративной мини-
мизации потенциальной энергии с помощью вхо-

дящего в Amber Tools 20 инструмента pmemd.
Количество итераций составляло 5000, из них
2500 проводили методом наискорейшего спуска.
Затем система была разогрета до 310 К (37°С) и
приведена в равновесное состояние в два этапа:
вначале в условиях канонического ансамбля
(NVT) на протяжении 1 нс с временным шагом
0.002 пс, а затем для выравнивания плотности до-
полнительно в условиях изотерм-изобарического
ансамбля (NPT) при температуре 310 К и давле-
нии 1 атм на протяжении 1 нс с временным шагом
0.002 пс. Полученные структуры использовали в
качестве исходных для молекулярно-динамиче-
ского моделирования в ансамбле NPT при 310 К
и 1 атм. на протяжении не менее 100 нс с времен-
ным шагом 0.002 пс. Динамика ковалентных свя-
зей с участием атомов водорода ограничивалась в
рамках алгоритма SHAKE. Радиус отсечения не-
ковалентных взаимодействий был взят равным 9 Å.
Использовали ланжевеновский термостат и баро-
статы Берендсена (получение равновесного со-
стояния) и Монте-Карло (собственно моделиро-
вание). Дальнодействующие электростатические
взаимодействия рассчитывали методом Эвальда
(Particle Mesh Ewald method).

Моделирование методом ускоренной молеку-
лярной динамики (accelerated molecular dynamics,
или aMD) выполняли при тех же условиях в соот-
ветствии с алгоритмом, описанным в руководстве
к Amber. Данный алгоритм ускоряет кинетику
конформационных блужданий за счет сглажива-
ния пиков и впадин функции потенциальной
энергии системы, что позволяет перебирать зна-
чительно большее количество состояний систе-
мы, чем в стандартной молекулярной динамике
при том же времени вычислений. Параметры по-
роговых значений энергии и факторы ускорения
ethreshp, ethreshd, alphap, alphad рассчитывали по
формулам, предложенным в руководстве к Amber.

Изображения формировали с помощью про-
граммного обеспечения PyMOL [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физиологические эксперименты показали,
что 50–80% клеток HEK 293 отвечают на стиму-
ляцию ацетилхолином в концентрации 1 мкМ
мобилизацией внутриклеточного Ca2+, при этом
ответы практически всех холинергических клеток
полностью подавляются в присутствии 30 мкМ
воксталисиба (рис. 1а). Специфичность действия
воксталисиба по отношению к холинергической
сигнальной системе подтверждается отсутствием
ингибирующего действия этого соединения на
Ca2+-сигнализацию, инициируемую пуринерги-
ческим агонистом ATP (рис. 1а). Поскольку
воксталисиб является ингибитором PI3K и
mTOR, подавление Ca2+-ответов на ацетилхолин
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формально можно интерпретировать как свиде-
тельство участия PI3K/Akt/mTOR пути в их гене-
рации. Для проверки участия PI3K и mTOR в ге-
нерации Ca2+-ответов на ацетилхолин мы ис-
пользовали ингибиторы этих молекул другой
химической природы. Оказалось, что классиче-
ский ингибитор PI3K вортманнин не влиял на
способность клеток отвечать на ацетилхолин да-
же в случае предварительной инкубации с ним
(рис. 1б). Стоит отметить, что вортманнин инги-
бирует PI3K необратимо [19], и подавление
Ca2+-ответов в присутствии воксталисиба, ап-
плицированного после вортманнина (рис. 1б),
может быть объяснено только воздействием
воксталисиба на мишень, отличную от PI3K. Та-
ким образом, эксперименты с вортманнином по-
казали, что PI3K не играет заметной роли в гене-
рации клеточных ответов на ацетилхолин, но
оставляли возможность того, что ингибирующее
действие воксталисиба может быть связано с воз-
действием на другую его мишень – mTOR. Такая
возможность была проверена с помощью класси-
ческого ингибитора mTOR рапамицин, который,
как оказалось, также не блокировал ответы на
ацетилхолин при различных протоколах его ис-
пользования (рис. 1в). Поскольку раздельное
применение ингибиторов PI3K и mTOR не при-
водило к подавлению ответов, аналогичному эф-
фекту воксталисиба, они были применены сов-
местно. Оказалось, что и в этом случае клетки
генерировали полноценные ответы на ацетилхо-
лин (рис. 1г). Таким образом, результаты экспе-
риментов с классическими ингибиторами PI3K и
mTOR однозначно свидетельствовали о том, что
PI3K/Akt/mTOR путь не играет принципиальной
роли в генерации Ca2+-сигналов, вызываемых
ацетилхолином в клетках HEK 293. Следователь-
но, воксталисиб блокирует Ca2+-ответы на аце-
тилхолин не за счет ингибирования PI3K и/или
mTOR, а воздействует на другие клеточные мишени.

При анализе других возможностей обращал на
себя внимание тот факт, что воксталисиб блоки-
ровал ответы на ацетилхолин при одновременной
аппликации с ним (рис. 1а), тогда как обычно ин-
гибирование внутриклеточных мишеней в ин-
тактных клетках происходит с некоторой задерж-
кой. Последняя определяется временем, требуе-
мым для проникновения ингибитора через

плазматическую мембрану и его накопления в
цитозоле до необходимого уровня. Тот факт, что
воксталисиб блокировал клеточные ответы без
предварительной инкубации, указывал на воз-
можность внеклеточного действия этого соеди-
нения, т.е. в качестве вероятной мишени могли
выступать сами мускариновые рецепторы.

Известно, что клетки линии HEK 293 эндоген-
но экспрессируют мускариновые рецепторы, из
которых M3-изоформа является доминантной [20].
Наши эксперименты также показали, что за чув-
ствительность HEK 293 к ацетилхолину ответ-
ственны преимущественно M3-рецепторы. Так,
антагонист M3-рецептора 4-DAMP оказался
весьма эффективным и блокировал Ca2+-ответы
всех холинергических клеток уже при концентра-
ции 5–10 нМ при одновременной аппликации с
ацетилхолином (1 мкМ) (рис. 2). Таким образом,
физиологические эксперименты косвенно под-
тверждают идею о том, что М3-рецепторы могли
быть мишенью действия воксталисиба. Для неза-
висимого подкрепления такой возможности бы-
ло проведено компьютерное моделирование вза-
имодействия М3-рецептора с веществами, кото-
рые были использованы в экспериментах.

Моделирование методом докинга показало,
что молекулы рапамицина и вортманнина могут
занимать зоны в области внеклеточных петель ре-
цептора, так называемом вестибюле, а молекулы
воксталисиба и 4-DAMP могут локализоваться
глубоко в трансмембранной полости рецептора,
располагаясь в непосредственной близости от ор-
тостерического сайта (рис. 3). Количественной
характеристикой локализации соединений на
рецепторе могут служить расстояния между гео-
метрическими центрами соединений и геометри-
ческим центром ацетилхолина, рассчитанные
усреднением предсказанных докингом коорди-
нат тяжелых атомов. Оценки этих расстояний для
воксталисиба, 4-DAMP, рапамицина и вортман-
нина дают значения 2.49, 3.04, 14.44 и 11.66 Å со-
ответственно.

Для оценки аффинности соединений вокста-
лисиб и 4-DAMP к рецептору в положении орто-
стерического сайта мы использовали значения
скоринг-функции, полученные Autodock Vina при
докинге, которые для воксталисиба и 4-DAMP
оказались равны –8.9 и –10.1 соответственно.

Рис. 1. Влияние ингибиторов PI3K и mTOR на Ca2+-ответы клеток HEK 293 на ацетилхолин. На рисунках представ-
лены репрезентативные регистрации Ca2+-ответов одиночных клеток; моменты и продолжительность аппликаций
веществ обозначены горизонтальными линиями выше экспериментальной кривой. Изменение внутриклеточного
Ca2+ оценивали по относительному изменению флуоресценции Fluo-4 согласно формуле: ΔF/F0, где ΔF = F – F0, F и
F0 – текущая интенсивность эмиссии зонда и его эмиссия в начале регистрации соответственно.
а – Ответы клетки на ацетилхолин (АСh) (1 мкМ) и ATP (1 мкМ) в контроле и в присутствии ингибитора PI3K и mTOR
воксталисиба (30 мкМ) (n = 72); б – ответы клетки на ацетилхолин (1 мкМ) в контроле и в присутствии ингибитора
PI3K вортманнина (10 мкМ) и воксталисиба (30 мкМ) (n = 46); в – ответы клетки на ацетилхолин (1 мкМ) в контроле и в
присутствии ингибитора mTOR рапамицина (5 мкМ) и воксталисиба (30 мкМ) (n = 32); г – ответы клетки на ацетилхолин
в контроле в присутствии воксталисиба (30 мкМ) и смеси вортманнина (10 мкМ) и рапамицина (5 мкМ) (n = 19).
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С точностью до ранее установленной погрешно-
сти 2.85 ккал/моль [11] эти величины могут быть
использованы как оценки свободной энергии
связи для воксталисиба и 4-DAMP и тем самым
позволяют оценить константы диссоциации Kd
(см. Материалы и методы). Следует отметить, что
хотя оцениваемая таким образом величина Kd мо-
жет существенно отклоняться от истинного зна-
чения константы диссоциации, относительные
расчетные величины могут давать вполне реали-
стичные оценки. Так, например, для мускариновых
рецепторов ранее было показано, что отношение
констант диссоциации ингибитора PI3-киназы

LY294002 и его аналога LY303511, полученных из
расчетов, согласуется с результатами экспери-
мента [3]. Отношение расчетных констант диссо-
циации для воксталисиба и 4-DAMP составляет
7.63. Такое значение в целом отражает результаты
экспериментов, в соответствии с которыми 4-DAMP
подавлял Ca2+-ответы на ацетилхолин в дозах,
значительно меньших, чем те, которые требова-
лись в случае воксталисиба.

Построенные молекулярно-динамические тра-
ектории длительностью 100 нс продемонстриро-
вали, что предсказанные докингом комплексы в
целом устойчивы и что локализация лигандов в

Рис. 2. Подавление Ca2+-ответов клеток HEK 293 на ацетилхолин антагонистом M3-рецепторов 4-DAMP. Репрезен-
тативная регистрация Ca2+-ответов клеток на ацетилхолин (1 мкМ) в контроле и в присутствии 4-DAMP (2 нМ) (n = 50).

1 мкМ ACh

2 нМ 4-DAMP

150 с

�F/F0 = 1

Рис. 3. Комплексы M3-рецептора с исследовавшимися соединениями. Представлены предсказанные докингом кон-
формации, энергетически наиболее выгодные для образования комплексов. Воксталисиб изображен желтым цветом,
4-DAMP – бирюзовым, рапамицин – фиолетовым, вортманнин – оранжевым, ацетилхолин – зеленым. ТМ1, ТМ3,
ТМ5 и ТМ6 – трансмембранные 1, 3, 5 и 6-я спирали рецептора соответственно.
а – Общий вид рецептора, фиолетовым выделена область внеклеточных петель с расположенными в ней молекулами ра-
памицина и вортманнина, зеленым – область ортостерического сайта, содержащая молекулы воксталисиба и 4-DAMP;
б – увеличенный вид ортостерического сайта и внеклеточных петель, связанных с молекулами указанных соединений;
в – ортостерический сайт рецептора, связанный с 4-DAMP и воксталисибом.

a

ТМ3

ТМ1 ТМ5

ТМ6

ТМ3

ТМ1

ТМ5

ТМ6

б в



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 3  2022

ИНГИБИТОР PI3K И mTOR ВОКСТАЛИСИБ НАРУШАЕТ СОПРЯЖЕНИЕ 211

структуре рецептора существенно не меняется за
указанное время. Так, молекулы воксталисиба и
4-DAMP оставались в области ортостерического
сайта рецептора, а рапамицин и вортманнин –
в вестибюле (рис. 4). На примере тиотропиума
молекулярно-динамическое моделирование ра-
нее выявило, что антагонисты мускариновых ре-
цепторов не сразу следуют в ортостерический

сайт, а способны задерживаться в вестибюле [21].
Чтобы проверить возможность перемещения ра-
памицина и вортманнина из вестибюля в орто-
стерический сайт рецептора на временных интер-
валах длиннее 100 нс, конформационные блужда-
ния соответствующих комплексов анализировали
методом ускоренной молекулярной динамики.
Нами было получено несколько ускоренных тра-

Рис. 4. Эволюция комплексов мускаринового M3-рецептора с исследуемыми соединениями. Представлены последо-
вательности кадров молекулярно-динамических траекторий комплексов, полученных через 25, 50, 75 и 100 нс после
начала симуляции. Начальная конфигурация определялась докингом. Видно, что молекулы воксталисиба и 4-DAMP
сохраняют положение в области ортостерического сайта рецептора, вортманнина и рапамицина – в области внекле-
точных петель. Соединения изображены с атомами водорода.

4-DAMP

Воксталисиб

Рапамицин

Вортманнин

25 нс 50 нс 75 нс 100 нс
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екторий для комплексов рецептора с рапамици-
ном и вортманнином на длительностях в не-
сколько сотен наносекунд. Данное моделиро-
вание показало, что вортманнин остается в
вестибюле, не перемещаясь в область ортостери-
ческого сайта, но и не диссоциируя в раствор.
При этом рецептор мог принимать конформа-

ции, при которых в вестибюле, занятом молеку-
лой вортманнина, сохраняется свободное про-
странство. По-видимому, размеры этого про-
странства достаточны для проникновения
ацетилхолина в область ортостерического сайта
рецептора (рис. 5а, 5б), как это предполагают фи-
зиологические эксперименты (рис. 1б). Для окон-

Рис. 5. Локализация молекул вортманнина и рапамицина в вестибюле М3-рецептора (вид из внеклеточного пространства).
а – Локализация молекулы вортманнина (оранжевый), предсказанная докингом. При этой конфигурации вортманнин, ве-
роятно, препятствует прохождению ацетилхолина (зеленый) в область ортостерического сайта; б – положение молекулы
вортманнина, полученное при симуляции методом ускоренной молекулярной динамики; в – положение молекулы рапа-
мицина (фиолетовый) в области ортостерического сайта, предсказанное докингом. Видно, что рапамицин стерически бло-
кирует вестибюль и препятствует прохождению ацетилхолина (зеленый) в область ортостерического сайта.

a б в

Рис. 6. Диссоциация рапамицина из области вестибюля М3-рецептора в раствор. Последовательность кадров молеку-
лярно-динамической траектории комплекса мускаринового М3-рецептора с рапамицином; моделирование методом
ускоренной молекулярной динамики.
а – Исходное положение, в котором рапамицин расположен в вестибюле рецептора; б – промежуточная конфигура-
ция, при которой рапамицин еще взаимодействует со 2-й внеклеточной петлей рецептора, но вестибюль уже практи-
чески свободен; в – полная диссоциация рапамицина в раствор.

a б в
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чательного вывода требуется построение траекто-
рий в микросекундном диапазоне.

В исходном положении, предсказанном до-
кингом, рапамицин занимает все пространство
вестибюля и не оставляет возможности для про-
хода ацетилхолина (рис. 5в). Между тем, как по-
казало моделирование с применением ускорен-
ной молекулярной динамики, при достаточно
продолжительной эволюции молекулярная си-
стема может принимать такие конформации, при
которых рапамицин диссоциирует в раствор,
освобождая вестибюль агонисту для его свобод-
ного перемещения в область ортостерического
сайта (рис. 6).

В целом, компьютерное моделирование пока-
зало, что воксталисиб и 4-DAMP способны кон-
курировать с агонистом за ортостерический сайт
рецептора и тем самым препятствовать его акти-
вации. В присутствии рапамицина и вортманни-
на ортостерический сайт, напротив, доступен для
ацетилхолина, что позволяет активировать ре-
цептор. При этом доступность ортостерического
сайта для агониста в присутствии рапамицина и
вортманнина обеспечивается по различным сце-
нариям. Представляется, что в вестибюле связан-
ный вортманнин оставляет, по крайней мере при
некоторых достижимых рецептором конформа-
циях, достаточно пространства для прохода аце-
тилхолина в ортостерический сайт рецептора. Хо-
тя вестибюль блокируется при связывании рапа-
мицина, этот ингибитор не способен надолго
задерживаться в этой области и диссоциирует в
раствор, оставляя рецептор для свободного взаи-
модействия с ацетилхолином. Предложенные по
результатам моделирования механизмы вполне
объясняют, почему воксталисиб и 4-DAMP спо-
собны ингибировать Ca2+-ответы клеток на аце-
тилхолин, в то время как рапамицин и вортман-
нин были неэффективны (рис. 1, 2).

Таким образом, полученные в данной работе
результаты свидетельствуют о том, что вокстали-
сиб способен взаимодействовать с мускариновы-
ми рецепторами М3-типа и блокировать внутри-
клеточную Ca2+-сигнализацию, индуцированную
ацетилхолином. Эти данные указывают на то, что
побочные эффекты, возникающие у пациентов
при приеме воксталисиба, могут быть связаны не
только с его воздействием на сигнальный каскад
PI3K/Akt/mTOR, но и с угнетающим влиянием
воксталисиба на холинергическую систему, игра-
ющую ключевую роль во многих физиологиче-
ских процессах [22, 23].
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PI3K and mTOR Inhibitor Voxtalisib Antagonizes Coupling 
of M3 Muscarinic Receptor to Ca2+ Mobilization

O. O. Lyamin1, P. D. Kotova1, *, E. A. Dymova1, P. Yu. Fadeev1,
O. A. Rogachevskaja1, E. A. Voronova1, S. S. Kolesnikov1

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, FRC PSCBR RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: p.d.kotova@gmail.com

The compound Voxtalisib, a PI3K and mTOR inhibitor, is believed to be a promising drug for the cancer ther-
apy. However, the therapeutic use of Voxtalisib has shown that this drug can elicit a number of side effects
with unclear mechanisms. As was demonstrated here, Voxtalisib was capable of destroying intracellular Ca2+

signaling triggered by acetylcholine (ACh) in HEK 293 cells. The inhibitory analysis suggested that just the
muscarinic receptor M3 was largely involved in mediating ACh-induced Ca2+ signals in HEK 293. The ob-
tained evidence indicated that Voxtalisib suppressed cellular responses to ACh by a mechanism that was un-
related to the inhibition of PI3K and/or mTOR. The physiological data suggested that Voxtalisib could di-
rectly influence the interaction of ACh with the М3 receptor. By employing computational biophysics ap-
proaches, including molecular docking and molecular dynamics, we simulated interactions of the M3
receptor with Voxtalisib and other compounds used at physiological experimentation. Computational exper-
iments have demonstrated that Voxtalisib is indeed able to bind to the orthosteric site of the М3 receptor,
thereby preventing its activation by ACh. Thus, it appears that some of the side effects reported in patients
receiving Voxtalisib may be due to the inhibition of cholinergic signaling that this drug can cause in cells ex-
pressing the M3 receptor.

Keywords: M3 receptor, Voxtalisib, intracellular Ca2+ signaling, molecular dynamics



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


