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Мембранные рецепторы, сопряженные с G-белками (GPCR), являются ключевыми компонентами
большинства эукариотических сигнальных систем, осуществляя передачу внешних сигналов к внутри-
клеточным эффекторным белкам. Активация GPCR осуществляется посредством специфического
связывания различных по природе лигандов с их ортостерическим сайтом. Однако регуляция сродства
ортостерического агониста к рецептору, контроль эффективности ответа, а также выбор предпочти-
тельно активируемого внутриклеточного сигнального каскада осуществляются с помощью аллостери-
ческих механизмов. Это обусловлено присутствием в GPCR множества аллостерических сайтов, кото-
рые различаются по структурно-функциональной организации и топологии в молекуле рецептора,
располагаясь во всех его функциональных субдоменах. Эндогенными регуляторами этих сайтов явля-
ются простые ионы (Na+, Zn2+, Mg2+, Ca2+, Cl– и другие), липиды (холестерин, фосфолипиды, стеро-
иды), аминокислоты и их производные, полипептиды, а также сигнальные белки, образующие с GPCR
функционально активные комплексы (G-белки, β-аррестины, RAMP), и аутоантитела к внеклеточ-
ным участкам GPCR. По фармакологической активности лиганды аллостерических сайтов GPCR под-
разделяют на позитивные, негативные или нейтральные модуляторы эффектов ортостерических аго-
нистов, а также на полные и инверсионные агонисты или нейтральные антагонисты, которые влияют
на базальную активность рецептора в отсутствие ортостерического агониста, хотя возможно совмеще-
ние свойств модулятора и агониста. Множественность аллостерических сайтов и аллостерических ре-
гуляторов, сложные взаимодействия между ними, вовлечение аллостерических механизмов в форми-
рование рецепторных комплексов играют ключевую роль в тонкой настройке функциональной актив-
ности сигнальных каскадов, в предвзятом агонизме, предопределяют процессы десенситизации
рецепторов и судьбу рецепторного комплекса после передачи гормонального сигнала. В обзоре сумми-
рованы и проанализированы современные представления и новые тенденции в области изучения ал-
лостерической регуляции GPCR, локализации и функциональной роли аллостерических сайтов, их
эндогенных и синтетических лигандов. В качестве примера подробно рассмотрены синтетические ал-
лостерические регуляторы рецепторов тиреотропного и лютеинизирующего гормонов как потенци-
альных лекарственных препаратов для коррекции эндокринных расстройств.
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ВВЕДЕНИЕ
Передача сигналов различной природы в клетку

осуществляется посредством специфичного свя-
зывания сигнальных молекул (гормоны, ростовые
факторы, нейротрансмиттеры, нутриенты и др.) с
мембранными рецепторными белками, среди ко-
торых наиболее распространены рецепторы, со-
пряженные с гетеротримерными G-белками
(G protein-coupled receptors, GPCR). Их структур-
ными особенностями является наличие семи
трансмембранных участков (ТМ) – гидрофобных

α-спиралей, пронизывающих плазматическую
мембрану и образующих трансмембранный домен
(7ТМ-пучок). С внешней стороны мембраны эти
участки соединены тремя внеклеточными петлями
(ECL1–ECL3), в то время как с внутренней сторо-
ны – тремя цитоплазматическими петлями (ICL1–
ICL3), из которых ICL1, соединяющая ТМ1 и ТМ2,
обычно достаточно короткая, в то время как ICL3,
соединяющая ТМ5 и ТМ6, может включать до
120 аминокислотных остатков (АКО) и даже более.
N-концевая часть GPCR обращена во внеклеточ-
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ное пространство, и в некоторых рецепторах имеет
значительную длину и сложную структурную орга-
низацию, формируя внеклеточный домен, ответ-
ственный за высокоаффинное связывание лиганда
и стабилизацию ди- и олигомерных рецепторных
комплексов. С-концевая часть GPCR расположена
в цитоплазматическом пространстве, содержит
сайты-мишени для GPCR-специфичных протеин-
киназ (GRK-киназ). Фосфорилирование этих сай-
тов играет определяющую роль в контроле взаимо-
действия GPCR с различными регуляторными бел-
ками, в том числе с β-аррестинами, что вносит
существенный вклад в сигнальную трансдукцию, в
процессы десенситизации, эндоцитоза и рецикли-
зации рецепторной молекулы. В некоторых GPCR
в N-концевом сегменте цитоплазматического
С-концевого домена локализована амфипатиче-
ская спираль (H8), которая хотя и не пронизывает
плазматическую мембрану, но тесно с ней ассоци-
ирована, образуя дополнительную четвертую ICL,
вовлеченную в процессы сигнальной трансдукции.

Единственный сайт в молекуле GPCR, с кото-
рым связывается его эндогенный лиганд, называ-
ется ортостерическим сайтом. Как правило, такое
связывание характеризуется высокой специфич-
ностью и является высокоаффинным. Ортостери-
ческий сайт может быть локализован в различных
локусах рецептора, что в значительной степени
определяется природой эндогенного лиганда. В ре-
цепторах, активируемых значительными по разме-
ру лигандами (гликопротеиновые и полипептид-
ные гормоны), ортостерический сайт образован
N-концевым участком и ECLs или локализован в
значительном по размеру эктодомене, в то время
как в рецепторах, активируемых небольшими ли-
гандами (производные аминокислот и липидов,
небольшие пептиды, нутриенты, и др.), он распо-
лагается во внешнем преддверии или внутри
трансмембранного тоннеля, образованного семью
гидрофобными ТМs. Связывание рецептора с ли-
гандом ортостерического сайта, наделенным аго-
нистической активностью, приводит к конформа-
ционным перестройкам в молекуле GPCR, резуль-
татом чего является активация различных типов
G-белков, взаимодействующих с внутриклеточны-
ми участками рецептора и цитоплазматически-
ориентированным вестибюлем его трансмембран-
ного тоннеля. Следствием этого являются запуск
внутриклеточных сигнальных путей, включающих
ферменты-генераторы вторичных посредников,
G-белок-регулируемые ионные каналы, много-
численные протеинкиназы, фосфатазы и тран-
скрипционные факторы, которые вовлечены в ре-
гуляцию фундаментальных клеточных процессов.
Связывание агониста с ортостерическим сайтом
рецептора также становится триггером фосфори-
лирования его цитоплазматических участков с по-
мощью киназ, специфичных к GPCR (GRK-ки-
наз), что обеспечивает образование комплекса

фосфорилированного рецептора с β-аррестинами
и приводит к различным событиям, в том числе к
прерыванию G-белок-опосредуемого сигналинга,
эндоцитозу лиганд-рецепторного комплекса с его
дальнейшей деградацией или рециклизацией, а
также к запуску β-аррестин-опосредуемого сигна-
линга.

Длительное время считали, что лиганды орто-
стерического сайта играют главенствующую роль в
регуляции активности GPCR и реализуемых через
них сигнальных каскадов. Это выражалось в том,
что большинство известных и широко применяе-
мых в настоящее время для регуляции GPCR пря-
мых агонистов (активируют рецептор), нейтраль-
ных антагонистов (блокируют активирующий эф-
фект ортостерического агониста) и инверсионных
агонистов (ингибируют базальную и стимулирован-
ную активность рецептора) представлены эндоген-
ными или синтетическими лигандами ортостериче-
ских сайтов. Эти соединения составляют большую
часть от всех известных регуляторов GPCR и вклю-
чают не менее трети используемых в медицине
фармакологических препаратов [1, 2]. Однако в по-
следние годы получены многочисленные свиде-
тельства того, что не менее важную роль в контроле
активности GPCR играют их аллостерические ре-
гуляторы, которые взаимодействуют с аллостери-
ческими сайтами, расположенными в различных
локусах GPCR, и число которых в молекуле рецеп-
тора, как правило, составляет от 3–4 до десяти и
более. В дальнейших разделах будут подробно про-
анализированы как общие принципы аллостериче-
ской регуляции GPCR, так и различные типы алло-
стерических регуляторов, в том числе примени-
тельно к некоторым типам GPCR. Перед этим
дается краткое описание эволюции, структурно-
функциональной организации и механизмов дей-
ствия GPCR.

I. СТРУКТУРА И КЛАССИФИКАЦИЯ GPCR
Как отмечалось выше, основу структуры GPCR

составляет 7ТМ-пучок, включающий семь спи-
ральных гидрофобных участков, которые имеют
длину от 17 до 24 АКО и соединены тремя ECLs и
тремя ICLs. Эти петли гидрофильны и даже в близ-
кородственных рецепторах могут в значительной
степени варьировать по длине и первичной структу-
ре. Наряду с ECLs внеклеточная часть GPCR, ответ-
ственная за узнавание и связывание эндогенных ли-
гандов, включает N-концевой субдомен. В родоп-
син-подобных (rhodopsin-like) GPCR N-концевой
субдомен редуцирован и представлен сравнительно
небольшим участком, в то время как в рецепторах,
относящихся к другим классам GPCR, например, к
рецепторам клеточной адгезии, он может быть
представлен значительным по размеру внеклеточ-
ным доменом, имеющим сложную пространствен-
ную организацию и множество функциональных
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модулей. Вариабельными по длине являются
ECL2, ICL3 и цитоплазматический С-концевой
домен. Вследствие этого длина молекул GPCR ва-
рьирует в широких пределах – от 289 АКО у Mas-
подобного рецептора (Q86SM5) до 3312 АКО у
ЭФР-подобного рецепторного белка-1 (Q9NYQ7),
хотя в большинстве случаев она составляет 320–
470 АКО [3].

В центральной части некоторых α-спиралей,
образующих 7ТМ-пучок, локализованы изгибы,
которые, как правило, включают высококонсерва-
тивные остатки пролина, имеющего ограниченную
конформационную подвижность. Наличие в этих
изгибах остатков пролина, с одной стороны, обес-
печивает их жесткость и стабилизирует простран-
ственную структуру внутренних полостей 7ТМ-
пучка и, с другой, является одним из ключевых эле-
ментов механизма сигнальной трансдукции, осу-
ществляемой через GPCR. Определяющую роль в
передаче сигнала с активированного гормоном ре-
цептора к трансдукторным и эффекторным белкам
играют интерфейсы, образованные цитоплазмати-
ческими окончаниями ТМs и проксимальными к
мембране сегментами цитоплазматических петель
рецептора и его С-концевого домена, которые со-
держат большое количество положительно заря-
женных АКО и, тем самым, являются поликатион-
ными структурами, тесно ассоциированными с
мембраной. Эти интерфейсы участвуют в форми-
ровании сайтов, ответственных за специфичное
взаимодействие с G-белками, в первую очередь с
их Gα-субъединицами, а также с β-аррестинами.
Мутации в этих интерфейсах, в том числе замены
положительно заряженных аминокислот в прокси-
мальных к мембране участках ICL2 и ICL3 и в вы-
сококонсервативном DRY-мотиве, локализован-
ном в ТМ3/ICL2-интерфейсе, приводят к потере
способности мутантного рецептора осуществлять
передачу сигнала в клетку и(или) меняют его эф-
фекторную специфичность.

Основываясь на сравнительном анализе амино-
кислотных и нуклеотидных последовательностей
GPCR, а также на изучении их структурно-функ-
циональной организации были выделены семь ос-
новных семейств GPCR, пять из которых имеются
у позвоночных и многоклеточных беспозвоночных
животных и еще два семейства только у грибов и
представителей одноклеточных эукариот [4, 5]. Со-
гласно общепринятой классификации Robert
Fredriksson и соавторов у млекопитающих выделя-
ют следующие семейства GPCR: родопсин-подоб-
ные рецепторы (семейство А), секретиновые ре-
цепторы (часть семейства B), рецепторы клеточной
адгезии (часть семейства B), метаботропные глута-
матные и структурно родственные им рецепторы
(семейство С), рецепторы Frizzled/Taste2 (семей-
ство F) [4–7]. Семейство родопсин-подобных ре-
цепторов, в свою очередь, подразделяется на четы-
ре подсемейства – α, β, γ и δ. Наиболее обширным

и самым исследованным является подсемейство α,
которое включает рецепторы биогенных аминов и
простагландинов, мелатониновые и аденозиновые
рецепторы, опсины. Другая классификация родоп-
син-подобных GPCR выделяет четыре их подсе-
мейства: G0 – рецепторы пептидных гормонов и
мелатонина, опсины, G1 – соматостатиновые,
опиоидные и хемокиновые рецепторы, G2 – рецеп-
торы биогенных аминов и аденозина, G3 – мелано-
кортиновые и каннабиноидные рецепторы, рецеп-
торы релаксина, простагландинов, гипофизарных
гликопротеиновых гормонов и сфингозин-1-фос-
фата [8]. Длительное время, а в ряде случаев и сей-
час, дополнительно используют классификацию
GPCR, основанную на типе G-белков, которые
они преимущественно активируют. Однако, со-
гласно множеству полученных в последние годы
доказательств, один и тот же GPCR после актива-
ции ортостерическим агонистом способен сопря-
гаться последовательно с несколькими типами
G-белков, соответственно активируя не один, а не-
сколько внутриклеточных каскадов. Поэтому такая
классификация является весьма условной, хотя в
практическом отношении остается удобной. Наряду
с этим некоторые GPCR способны независимо от
G-белков активировать β-аррестиновые пути, что
вовсе не укладывается в парадигму классификации
GPCR по типу сопряженных с ними G-белков.

Для понимания тонких механизмов активации
GPCR и разработки фармакологических препара-
тов со свойствами их селективных регуляторов не-
обходимо установление пространственной органи-
зации этих рецепторов, а также построение наибо-
лее приближенных к реальности 3D-моделей их
ортостерических и аллостерических сайтов. Иссле-
дования 3D-структур GPCR стартовали после рас-
шифровки с помощью рентгеноструктурного ана-
лиза пространственной структуры светочувстви-
тельного рецепторного белка родопсина, наиболее
просто устроенного GPCR [9]. После этого 3D-мо-
дели других GPCR строились на основе идентифи-
цированной структуры родопсина с учетом данных
сайт-направленного мутагенеза, результатов био-
физических и биохимических исследований [10,
11]. Однако предсказательная способность “родоп-
синовых” моделей для большинства рецепторов
была низкой, что требовало получения данных
рентгеноструктурного анализа других GPCR. Здесь
возникли значительные трудности, обусловленные
низким содержанием других типов GPCR в плаз-
матической мембране, значительной длиной и вы-
сокой подвижностью ECLs и ICLs в большинстве
рецепторов, низкой стабильностью их трансмем-
бранного домена в условиях отсутствия лиганда и
взаимодействия с мембранными липидами, в
первую очередь с мембранным холестерином. В
определенной степени эти трудности были преодо-
лены только в 2007 г., когда под руководством бу-
дущего Нобелевского лауреата Брайана Кобилки
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была разработана новая технология получения
кристаллических структур, отличных от родопсина
GPCR. Это позволило с помощью рентгенострук-
турного анализа установить 3D-структуру β2-адре-
нергического рецептора (β2-AR) [12, 13], а в даль-
нейшем в короткие сроки с использованием широ-
кого спектра современных физико-химических
подходов детально охарактеризовать простран-
ственную структуру большого числа других GPCR
[7], включая такие “неклассические” формы GPCR,
как рецептор кальцитонина, относящийся к се-
мейству B [14], и рецептор Frizzled 4 (FZD4), отно-
сящийся к семейству F [15]. В настоящее время из-
вестны 3D-структуры более чем для 150 GPCR [16].
Это позволило совершить настоящую революцию
в области дизайна новых лигандов ортостериче-
ского сайта GPCR, а также разработать подходы
для создания таких лигандов, которые характери-
зуются селективностью не только по отношению к
определенному типу рецептора, но и к определен-
ному внутриклеточному эффектору, т.е. наделен-
ные предвзятым агонизмом [17, 18].

II. СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ GPCR, 
ВКЛЮЧАЮЩИЕ G-БЕЛКИ И β-АРРЕСТИНЫ

Основными трансдукторами сигнала, передава-
емого с активированного гормоном GPCR к внут-
риклеточным эффекторам, являются гетеротри-
мерные G-белки, состоящие из Gα-субъединицы и
Gβγ-димера, причем Gα-субъединица определяет
типовую принадлежность G-белка. Она включает
гуаниннуклеотидсвязывающий сайт, который в
неактивном состоянии связан с гуанозиндифосфа-
том (ГДФ), а при активации гормоном – с гуано-
зинтрифосфатом (ГТФ). Gα-субъединица также
проявляет ГТФазную активность, что обеспечива-
ет возвращение G-белка из активного, ГТФ-свя-
занного, в неактивное ГДФ-связанное состояние.
Gβγ-димер, представляющий собой достаточно
прочный комплекс (за исключением димера, в со-
став которого входит β5-субъединица), отвечает за
фиксацию αβγ-гетеротримерного G-белка в плаз-
матической мембране, а также, как и Gα-субъеди-
ница, вовлечен в регуляцию активности множества
эффекторных белков, определяя, тем самым, фи-
зиологический ответ клетки на гормональный
стимул. G-белки, исходя из структурных и функ-
циональных характеристик Gα-субъединиц,
подразделяют на четыре основных класса: 1) Gs-
белки, через которые осуществляется стимуля-
ция активности мембранно-связанных изоформ
аденилатциклазы (АЦ), катализирующих обра-
зование цАМФ, и далее цАМФ-зависимых эф-
фекторных белков; 2) Gi/o-белки, через которые
осуществляется ингибирование некоторых мем-
бранно-связанных изоформ АЦ в условиях их
стимуляции гормональными или негормональ-
ными агентами; 3) Gq/11-белки, через которые сти-

мулируется активность фосфоинозитид-специфич-
ной фосфолипазы Cβ (PLCβ) и регулируется внутри-
клеточный кальциевый сигналинг; 4) G12/13-белки
(наименее представленный класс), через которые ре-
гулируется активность Rap1-специфичного ГТФазу
активирующего белка, обменного фактора Rho-се-
мейства, кадгеринов, радиксина и ряда других
белков. У млекопитающих имеются 16 генов, коди-
рующих Gα-субъединицы, а также 5 генов для
Gβ-субъединиц и 12 генов для Gγ-субъединиц [19].
У человека, с учетом альтернативного сплайсинга,
идентифицированы 23 функционально активных
Gα-субъединицы [20]. Gβγ-димеры, донаторами
которых в основном являются Gi/o-белки, могут
разнонаправленно влиять на активность цАМФ-
зависимых путей, стимулируя АЦ 1-го типа и инги-
бируя АЦ 2-го, 4-го и 7-го типов, стимулировать
активность PLCβ и γ-изоформы фосфатидилино-
зитол-3-киназы, а также регулировать активность
калиевых (Kir3.1–Kir3.4) и кальциевых (P/Q, N) ка-
налов.

Механизм активации G-белков после связыва-
ния GPCR с ортостерическим агонистом включает
снижение аффинности Gα-субъединицы к ГДФ и
его замену на ГТФ, снижение сродства ГТФ-свя-
занной Gα-субъединицы к Gβγ-димеру и диссоци-
ацию αβγ-гетеротримерного комплекса с высво-
бождением свободных Gα-ГТФ и Gβγ, которые в
дальнейшем регулируют активность внутриклеточ-
ных эффекторов [21]. После этого, благодаря при-
сущей Gα-субъединице ГТФазной активности,
ГТФ в гуаниннуклеотидсвязывающем сайте гидро-
лизуется до ГДФ, что индуцирует реассоциацию
Gα-ГДФ и Gβγ и возвращает G-белок в исходное,
неактивное, состояние. В ряде случаев может не
происходить полной диссоциации Gα-ГТФ и
Gβγ-димера, а лишь ослабляется взаимодействие
между ними, что позволяет высвободиться отдель-
ным сегментам G-белка, которые необходимы для
взаимодействия с нижележащими в сигнальном
каскаде эффекторными белками [21]. Важную роль
здесь играют белки цитоскелета, в том числе тубу-
лин, которые могут выполнять функции донаторов
ГТФ для G-белков в процессе ГДФ/ГТФ-обмена
[22].

За взаимодействие с G-белками в большинстве
рецепторов отвечают проксимальные к мембране
участки ICL2 и ICL3 и их интерфейсы с ТМs, а в
некоторых рецепторах семейства A в такое взаимо-
действие вовлечен проксимальный участок C-кон-
цевого домена. В области этого участка, как отме-
чалось выше, может формироваться четвертая, до-
полнительная цитоплазматическая петля либо
путем заякоривания в мембране жирнокислотного
пальмитата, модифицирующего остатки цистеина,
локализованные в этом участке, либо вследствие
присутствия в C-концевом домене небольшой гид-
рофобной спирали (H8), которая тесно ассоцииро-
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вана с внутренней поверхностью плазматической
мембраны. Участки взаимодействия с G-белками
обычно обогащены положительно заряженными
аминокислотами, образующими BBXXB и род-
ственные ему мотивы, где B – положительно заря-
женные остатки лизина, аргинина или гистидина
[23]. Важную роль в активации GPCR и во взаимо-
действии с G-белками играют ряд высококонсер-
вативных мотивов, в том числе мотив (D/E/N)RY,
расположенный на границе ТМ3 и ICL2, и мотив
NPXXY, расположенный в цитоплазматической
части ТМ7 [24–26]. В неактивном рецепторе они
взаимодействуют с цитоплазматическим оконча-
нием ТМ6, но после активации GPCR гормоном,
вызывающей значительные изменения конформа-
ции его ТМ6, эти мотивы приобретают способ-
ность взаимодействовать между собой, что вносит
определяющий вклад в активацию G-белков [27,
28]. Мотив NPXXY также вовлечен в активацию
независимых от G-белков сигнальных каскадов, в
том числе путем взаимодействия с белками Rho1-
семейства [26, 29]. Поскольку большинство GPCR
функционально сопряжены с несколькими типами
G-белков, то и их цитоплазматические участки
способны формировать несколько G-белок-связы-
вающих поверхностей, которые могут быть изоли-
рованы друг от друга или частично перекрываться.
Эти поверхности имеют различную доступность
для G-белков в различных лиганд-активирован-
ных состояниях рецептора, что и является одним
из механизмов предвзятого агонизма.

Наряду с G-белками, GPCR взаимодействуют с
различными адаптерными и регуляторными белка-
ми, которые влияют на эффективность и селектив-
ность передачи гормонального сигнала, контроли-
руют процессы эндоцитоза лиганд-рецепторных
комплексов, а в ряде случаев сами являются полно-
ценными участниками сигнальной трансдукции.
Наиболее важными их представителями являются
β-аррестины, достаточно древнее семейство регу-
ляторных белков, которые после GRK-опосредуе-
мого фосфорилирования GPCR не только преры-
вают передачу сигнала через G-белки и опосредуют
транспорт рецепторного комплекса в составе эндо-
сомы внутрь клетки, но и сами способны осу-
ществлять передачу сигнала к внутриклеточным
эффекторам [30–35]. В ряде случаев показано, что
для передачи β-аррестин-специфичных сигналов
не требуется обмена гуаниновых нуклеотидов, что
может указывать на независимость такого сигна-
линга от G-белков [36].

У млекопитающих выявлено 4 формы аррести-
нов, две из которых – аррестин-2 (βarr1) и арре-
стин-3 (βarr2), называемые также незрительными
аррестинами, представлены практически во всех
типах тканей и имеют исключительную важность
для GPCR-опосредуемой сигнальной трансдукции
[34, 37, 38]. Процесс β-аррестин-опосредуемого
эндоцитоза лиганд-связанных GPCR-комплексов

индуцируется путем сайт-специфичного фосфори-
лирования цитоплазматических участков рецепто-
ра (в первую очередь, сайтов в его С-концевом до-
мене) с помощью киназ GRK-семейства по остат-
кам серина и треонина. Это повышает аффинность
GPCR к β-аррестинам, результатом чего является
вытеснение этими регуляторными белками Gα-
субъединицы из цитоплазматического вестибюля
трансмембранного тоннеля GPCR, что приводит к
прекращению передачи гормонального сигнала че-
рез G-белок [34]. Взаимодействие β-аррестина с
рецептором сопровождается образованием много-
компонентного комплекса, включающего кла-
трин, адаптерный белок-2 и ряд других компонен-
тов, и это запускает процесс клатрин-опосредуе-
мого эндоцитоза GPCR с дальнейшим включением
его в раннюю эндосому [39, 40]. После этого GPCR
либо подвергается рециклизации, возвращаясь в
плазматическую мембрану в свободном от лиганда
состоянии, будучи способным воспринимать сле-
дующий гормональный сигнал, либо подвергается
лизосомальной деградации. В последнем случае
рецепторы сначала сортируются внутри эндоци-
тарного пути и упаковываются во внутрипросвет-
ные везикулы, образующие мультивезикулярные
тельца, после чего эти тельца сливаются с лизосо-
мами, где осуществляется протеолитическая дегра-
дация лиганд-рецепторного комплекса [39, 40].

В зависимости от паттерна фосфорилирования
рецептора киназами GRK-семейства, образование
комплекса β-аррестина с лиганд-активированным
GPCR может привести к формированию сигнало-
сомы, что обеспечивает β-аррестин-опосредуемую
стимуляцию большого числа внутриклеточных пу-
тей и эффекторных белков. Основной мишенью
β-аррестинов являются компоненты каскада мито-
генактивируемых протеинкиназ (MAPKs), таких
как протеинкиназы ERK1/2, p38-MAPK, JNK3,
которые контролируют процессы роста, диффе-
ренцировки и выживания клеток [31, 35, 41–49].
Наряду с этим, β-аррестины могут быть вовлечены
в активацию 3-фосфоинозитидного пути и его ос-
новного эффекторного звена – протеинкиназы B
(Akt), в регуляцию активности цАМФ-специфич-
ной фосфодиэстеразы 4-го типа, контролирующей
активность цАМФ-зависимых сигнальных путей
[50], а также участвовать в сопряжении GPCR c ти-
розинкиназами Src-семейства, в том числе с Fgr-
киназой, регулирующими иммунный ответ, про-
цессы воспаления, клеточной миграции и диффе-
ренцировки [51–54]. Мишенями β-аррестинов, со-
пряженных с GPCR, являются микроРНК, регули-
рующие множество биохимических процессов в
клетке, включая активность транскрипционных
факторов и экспрессию генов [55–57].

Если участие β-аррестинов в GPCR-опосредуе-
мой сигнальной трансдукции не вызывает сомне-
ний, то вопрос о том, способны ли β-аррестины
осуществлять свои сигнальные функции самостоя-
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тельно, независимо от G-белков, остается дискус-
сионным. Так в последнее десятилетие получены
доказательства, что для активации компонентов
каскада MAPKs необходимо согласованное уча-
стие β-аррестинов и G-белков, поскольку в отсут-
ствие G-белков β-аррестины могут утратить спо-
собность активировать MAPKs [58–61]. Так , в
культурах HEK293-клеток, в которых была полно-
стью блокирована экспрессия Gs-, Gq/11- и G12/13-
белков и с помощью коклюшного токсина инакти-
вированы Gi/o-белки, способность β-аррестинов
опосредовать стимуляцию ERK1/2-киназ, компо-
нентов каскада MAPKs, была подавлена [61]. При
этом рекрутирование β-аррестинов к рецептору, а
также β-аррестин-зависимая интернализация GP-
CR полностью сохранялись, и это указывает на то,
что для этих процессов присутствие G-белков не
является обязательным. В пользу согласованных
эффектов β-аррестинов и G-белков свидетельству-
ют данные о взаимодействии β-аррестинов и α-
субъединиц Gi/o-белков и об участии включающего
их многокомпонентного рецепторного комплекса
в процессе сигнальной трансдукции [36]. Показа-
но, что β-аррестины могут быть вовлечены в моду-
ляцию активации GPCR различными типами G-
белков, как это продемонстрировано для рецепто-
ра паратиреоидного гормона 1 типа (PTH1R),
функционально сопряженного с Gs- и Gq/11-белка-
ми [62].

III. ЭВОЛЮЦИЯ GPCR
Прототипы GPCR обнаружены у бактерий, но

вопрос о том, какие из них могут являться непо-
средственными предшественниками GPCR у эука-
риотических организмов в настоящее время, оста-
ется дискуссионным. В качестве наиболее подхо-
дящих кандидатов рассматривают обнаруженные у
различных видов бактерий светочувствительные и
родственные им родопсины (протео-, бактерио- и
галородопсины), которые, подобно GPCR эукари-
от, имеют трансмембранный домен с семиспираль-
ной структурой [63–66]. Геномный анализ показал
значительную гомологию трансмембранных доме-
нов бактериальных родопсинов с таковыми мета-
ботропных глутаматных рецепторов и некоторых
других GPCR класса С, представляющих собой
наиболее древнюю группу эукариотических GPCR
[67]. Установлено, что внеклеточный домен GPCR
класса С характеризуется значительной гомологи-
ей по отношению к бактериальным периплазмати-
ческим связывающим белкам (periplasmic binding
proteins, PBP) [68], причем наиболее высокая сте-
пень гомологии с этими белками продемонстриро-
вана для N-концевого эктодомена метаботропного
рецептора γ-аминомасляной кислоты (GABABR)
[67]. На основании этого было выдвинуто предпо-
ложение, что на ранних этапах эволюции произо-
шло объединение бактериального родопсина и

PBP через образование между ними дисульфидной
связи с последующим слиянием их генов и образо-
ванием древней формы метаботропного глутамат-
ного рецептора [67]. В отношении других GPCR, в
том числе рецепторов наиболее обширного клас-
са А, имеются две гипотезы, в соответствии с кото-
рыми они либо эволюционировали от GPCR клас-
са С, либо произошли независимо от бактериаль-
ных родопсинов. Однако в настоящее время
доминирует точка зрения о том, что бактериальные
родопсины и родопсины эукариотических орга-
низмов эволюционировали от различных предше-
ственников и их структурное сходство обусловлено
конвергентной эволюцией [69–72]. Так на основе
филогенетического анализа и изучения структур-
но-функциональной организации различных ро-
допсинов было показано, что бактериородопсины
могли произойти от лизосомальных переносчиков
цистеина, имеющих 7ТМ-структуру [71, 73], в то
время как эукариотические родопсины эволюцио-
нировали от цАМФ-рецепторов, имеющих класси-
ческую семиспиральную структуру [74, 75]. Име-
ются основания считать, что GPCR могли возник-
нуть от рецепторных гистидинкиназ, широко
представленных у бактерий, и имеющих от 6 до 8
трансмембранных участков, которые способны об-
разовывать трансмембранный домен, имеющий
значительное сходство с таковым в GPCR эукариот
[76].

GPCR имеются у эукариотических организмов
различного филогенетического уровня, включая
одноклеточных эукариот [76–78]. Значительное
разнообразие GPCR характерно для грибов, у
представителей которых выделяют от 5 до 9 клас-
сов этих рецепторов [77, 79]. При этом в геноме
дрожжей Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomy-
ces pombe и Candida albicans локализовано только
три гена для GPCR, кодирующих феромональные
рецепторы Ste2 и Ste3 для α- и a-факторов, соот-
ветственно, а также глюкозный рецептор Gpr1, яв-
ляющийся сенсором глюкозы в окружающей среде
[80]. В геноме Neurospora crassa имеются 10 генов,
кодирующих феромональные рецепторы Pre-1 и
Pre-2, трансмембранные белки, подобные цАМФ-
рецепторам (Gpr-1, Gpr-2, Gpr-3), сенсоры углеро-
да (Gpr-4) и азота (Gpr-5 и Gpr-6), а также аналоги
микробных опсинов (Nop-1 и Orp-1) [79, 81]. В ге-
номе Aspergillus nidulans представлены 16 генов для
GPCR [82], в геноме слизевика Dictyostelium dis-
coideum число таких генов достигает уже 55 [83], а в
геноме патогенного для злаковых растений гриба
Fusarium graminearum насчитывается 123 гена для
GPCR, которые подразделяют на 10 классов, один
из которых (класс X) объединяет необычные фор-
мы рецепторов, имеющих специализированный
внеклеточный CFEM-домен, ответственный за ви-
рулентность гриба [84]. Сходные неканонические
GPCR, имеющие CFEM-домен, обнаружены и у
другого патогенного гриба Magnaporthe oryzae [85].
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Необычную группу GPCR, которая широко
представлена у оомицетов, составляют так называ-
емые GPCR-bigrams [86]. Они включают N-конце-
вой домен, являющийся по топологии и структур-
но-функциональной организации сходным с GPCR,
и расположенный в цитоплазме C-концевой до-
мен, который наделен каталитическими свойства-
ми [87]. В качестве С-концевого каталитического
домена могут выступать ферменты фосфатидили-
нозитол-4-фосфат-5-киназа (phosphatidylinositol-
4-phosphate 5-kinase, PIPK) и инозитолполифос-
фатфосфатаза, вовлеченные в фосфолипидные
сигнальные пути, АЦ и цАМФ-специфичная фос-
фодиэстераза, ответственные за синтез и деграда-
цию вторичного посредника цАМФ, а также раз-
личные формы тирозинкиназ и родственные им
белки. В геноме различных видов оомицетов име-
ется от нескольких до 20 и более GPCR-bigrams,
причем наиболее хорошо охарактеризованы кон-
структы GPCR-PIPK [86]. Нокаут гена RpkA, ко-
дирующего GPCR-PIPK, у Dictyostelium discoideum
вызывает дефекты в восприятии плотности клеток,
снижает защиту от бактерий, нарушает фагоцитар-
ную активность [88], в то время как нокаут даже од-
ного из 12 генов, кодирующих GPCR-PIPK, у пато-
генного гриба Phytophthora infestans приводит к нару-
шению бесполого размножения и в значительной
степени снижает патогенность [89]. Выключение
одного из генов для GPCR-PIPK у Phytophthora so-
jae снижает как хемотаксис, так и вирулентность
[90]. Все эти данные свидетельствуют об исключи-
тельной важности GPCR-bigrams для нормального
функционирования оомицетов. GPCR-bigrams
грибов имеют структурное сходство с сенсорными
системами бактерий, которые также включают
трансмембранный компонент, выполняющий
функцию сенсора внешнего сигнала, и локализо-
ванный в цитоплазме эффекторный белок, кото-
рый чаще всего представлен различными протеин-
киназами, циклазами, фосфодиэстеразами и метил-
трансферазами [91, 92].

У растений количество GPCR сильно ограниче-
но, а сами системы GPCR–G-белок по структур-
но-функциональной организации существенно
отличаются от таковых у животных, что обусловле-
но особенностями структуры как рецепторов, так и
G-белков [93]. В наибольшей степени паттерн GPCR
исследован у растения Arabidopsis thaliana, в геноме
которого выявлено, по крайней мере, 3 гена, коди-
рующих семиспиральные GPCR, которые взаимо-
действуют с GPA1, α-субъединицей G-белка, в ос-
новном через посредство цитоплазматического
С-концевого домена [93–97]. Два рецептора GCR1
и GCR2, структурно близкие цАМФ-рецепторам
Dictyostelium discoideum, опосредуют регуляторные
эффекты абсцизовой кислоты на физиологические
процессы у Arabidopsis, причем GCR2 является по-
зитивным [95], в то время как GCR1 их негативным
регулятором [94, 97]. Кроме того, GCR1 опосреду-

ет эффекты брассиностероидов и гибберелинов на
прорастание семян, хотя участие G-белка в этом
процессе не доказано и не исключено вовлечение в
него G-белок-независимого механизма [98]. Ре-
цептор CAND2 у Arabidopsis опосредует эффекты
фитомелатонина, опосредуя мелатонин-чувстви-
тельное закрытие устьиц [96]. Необычный рецеп-
тор GPCR–COLD1, включающий 9 ТМ, обнару-
жен у риса [99]. В ответ на снижение температуры
он взаимодействует с Gα-субъединицей, повышая
ее ГТФазную активность, результатом чего являет-
ся активация кальциевых каналов, причем точеч-
ные мутации в гене COLD1 приводят к устойчиво-
сти риса к холоду [99].

У беспозвоночных животных паттерн GPCR
имеет значительное сходство с таковым у позво-
ночных животных, что обусловлено высокой кон-
сервативностью большинства классов GPCR в эво-
люции эукариот [100–103]. Так, GPCR обнаруже-
ны у представителей кораллов [104], нематод [100,
101, 105–108], членистоногих [100, 102, 109–111],
моллюсков [107, 112, 113], актиний [114]. В настоя-
щее время у беспозвоночных в полной мере оха-
рактеризованы GPCR к биогенным аминам и пеп-
тидным гормонам, в то время как остальные клас-
сы GPCR менее изучены или пока пребывают в
статусе “рецепторов-сирот”.

IV. КЛАССИФИКАЦИЯ
АЛЛОСТЕРИЧЕСКИХ РЕГУЛЯТОРОВ GPCR

Различные сценарии сигнальной трансдукции,
обусловленные сопряжением GPCR с различными
типами G-белков и β-аррестинов, предполагает су-
ществование молекулярных механизмов, ответ-
ственных за стабилизацию вполне определенных
лиганд-активированных конформаций, в которых
рецептор селективно активирует определенный
внутриклеточный сигнальный каскад. Наряду с
этим должны быть механизмы, обеспечивающие
тесную взаимосвязь между стабильностью опреде-
ленных активных конформаций GPCR и такими
факторами, как физико-химические свойства и
липидный состав плазматической мембраны, кис-
лотность внутренней и внешней среды, ионная си-
ла и осмолярность, концентрация простых ионов,
аминокислот, липидов, полипептидов, нутриен-
тов, структурная организация цитоскелета. Име-
ются данные о том, что эти факторы значимо вли-
яют на клеточный ответ, вызываемый ортостери-
ческим агонистом при его связывании с GPCR.
Механизмы, определяющие конформационное
равновесие лиганд-активированных GPCR, долж-
ны обеспечивать не только предвзятость сигналь-
ной трансдукции, но и определять эффективность
передачи сигнала через GPCR, и это в значитель-
ной степени обусловлено аффинностью агониста к
ортостерическому сайту рецептора и его макси-
мальным стимулирующим (реже, ингибирующим)
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Таблица 1. Классификация лигандов аллостерических сайтов GPCR по их фармакологической активности (по [116])

Тип аллостерического 
регулятора Регуляторные эффекты α β τ

Полный агонист Стимуляция GPCR в отсутствие агониста орто-
стерического сайта или другого аллостериче-
ского агониста, отсутствие влияния на сродство 
ортостерического агониста к рецептору и на его 
эффективность

1 1 Более 1

Инверсионный агонист Снижение базальной или конституитивно 
повышенной активности GPCR в отсутствие 
ортостерического агониста, а также ингибиро-
вание стимулированной ортостерическими или 
аллостерическими агонистами активности 
рецептора

1 1 Менее 1

Нейтральный антагонист Ингибирование стимулированной ортостериче-
ским агонистом активности GPCR без влияния 
на базальную или конституитивно повышенную 
активность рецептора

1 1 Менее 1

PAM Повышение сродства ортостерического агони-
ста к GPCR и(или) эффективности его действия 
без влияния на базальную или конституитивно 
повышенную активность рецептора

Более 1 Более 1 1

NAM Снижение сродства ортостерического агониста 
к GPCR и(или) эффективности его действия без 
влияния на базальную или конституитивно 
повышенную активность рецептора

Менее 1 Менее 1 1

SAM Отсутствие влияния на сродство ортостериче-
ского агониста к GPCR и(или) на эффектив-
ность его действия, но при этом изменение 
некоторых характеристик регуляторного влия-
ния ортостерического или аллостерических аго-
нистов на активность рецептора (предвзятый 
агонизм, специфичность взаимодействия с 
определенными типами G-белков и β-аррести-
нов, комплексообразование, доступность GPCR 
для других аллостерических регуляторов), отсут-
ствие влияния на базальную или конституи-
тивно повышенную активность рецептора

1 1 1

Аго-PAM Повышение сродства ортостерического агониста 
к GPCR и(или) эффективности его действия, а 
также стимуляция базальной активности GPCR 
в отсутствие ортостерического агониста, воз-
можно потенцирование (усиление) стимулирую-
щего эффекта ортостерического агониста

Более 1 Более 1 Более 1

Аго-NAM Снижение сродства ортостерического агониста к 
GPCR и(или) эффективности его действия, но 
при этом стимуляция базальной активности 
GPCR в отсутствие ортостерического агониста

Менее 1 Менее 1 Более 1

Антагонист/PAM Снижение эффективности действия ортостери-
ческого агониста (антагонистический эффект) 
на GPCR, но при этом повышение его сродства к 
рецептору

Более 1 Менее 1 1
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Примечание. α – фактор кооперативности связывания между ортостерическим агонистом и аллостерическим модулятором; β –
операционный фактор кооперативности для количественной оценки влияния аллостерического модулятора на операционную
эффективность ортостерического агониста; τ — операционная эффективность комплекса рецептора с лигандом аллостерическо-
го сайта. Значения связывающей кооперативности α и операционной кооперативности β больше 1 означают положительную ко-
оперативность, в то время как соответствующие значения α и β ниже 1 обозначают отрицательную кооперативность. Значение 1
для операционной эффективности τ представляет собой нормализованное значение, поскольку абсолютное значение τ может
меняться в зависимости от используемых расчетных параметров. ND – возможны различные варианты (1, менее или более 1),
поскольку для предвзятого аллостерического регулятора необходимо дифференцированно оценивать описываемые факторы для
каждого отдельного внутриклеточного каскада, регулируемого через конкретный рецептор.

Предвзятый аллостерический 
регулятор

Изменение сродства к GPCR и(или) эффектив-
ности действия ортостерического агониста, при-
водящее к преимущественной активации (PAM), 
ингибированию (NAM) или модификации 
(SAM) определенного сигнального каскада, а 
также активация (полный агонист, аго-PAM, 
аго-NAM) или подавление (инверсионный аго-
нист, антагонист) определенного сигнального 
каскада вне зависимости от действия ортостери-
ческого агониста

ND ND ND

Тип аллостерического 
регулятора Регуляторные эффекты α β τ

Таблица 1. Окончание

эффектом на целевой внутриклеточный эффектор.
Исследования, проведенные на рубеже XX и
XXI веков, показали, что ключевую роль в тонкой
регуляции и настройке сигналов, генерируемых
ортостерическими агонистами, играют аллостери-
ческие регуляторы и модуляторы GPCR, представ-
ленные различными по химической природе и
сложности ионами и биоактивными молекулами,
среди которых простые и органические ионы, ли-
пиды и их производные, аминокислоты, олигопеп-
тиды, белки, сложные белковые комплексы. Тем
самым парадигма, в рамках которой ведущую роль
в регуляции GPCR отводили лигандам ортостери-
ческого сайта, в последние годы уступила место
новой системе представлений, в соответствии с ко-
торой определяющая роль в GPCR-опосредуемой
сигнальной трансдукции теперь отводится алло-
стерической регуляции, включающей согласован-
ное взаимодействие множества аллостерических
сайтов и их лигандов [115].

В отличие от лигандов ортостерического сайта,
лиганды аллостерических сайтов, как правило,
связываются с рецептором с существенно более
низкой аффинностью, хотя это не является общим
правилом. Другим отличием является более мягкое
воздействие на базальную активность рецептора в
сравнении с ортостерическим агонистом или, в
случае отсутствия собственной активности у алло-
стерического лиганда, модуляция регуляторных
эффектов ортостерического агониста. Возможно
совмещение собственной активности и способно-
сти модулировать активность ортостерического
агониста или другого аллостерического регулятора.
Все эти особенности положены в основу современ-

ной классификации лигандов аллостерических
сайтов GPCR.

Лиганды аллостерических сайтов, которые не
имеют собственной активности, но влияют на ак-
тивность аллостерических агонистов, относят к
группе аллостерических модуляторов GPCR
(табл. 1). При этом в зависимости от характера вли-
яния на эффект ортостерического агониста алло-
стерические модуляторы классифицируют на по-
ложительные (positive allosteric modulator, PAM) и
отрицательные (negative allosteric modulator, NAM)
аллостерические модуляторы, а также на “молча-
щие” аллостерические модуляторы (silent allosteric
modulator, SAM), называемые также нейтральны-
ми аллостерическими лигандами (neutral allosteric
ligand, NAL) [117]. К группе PAM относят лиган-
ды аллостерических сайтов GPCR, которые по-
вышают аффинность и(или) эффективность,
оцениваемую по величине максимального сти-
мулирующего эффекта ортостерического агони-
ста на целевой внутриклеточный каскад, в то
время как к группе NAM относят лиганды алло-
стерических сайтов GPCR, которые снижают аф-
финность и(или) эффективность ортостерическо-
го агониста к рецептору (рис. 1). К группе SAMs
(NALs) относят лиганды аллостерических сайтов,
которые непосредственно не влияют на аффин-
ность и эффективность ортостерического агони-
ста, но способны влиять на селективность взаимо-
действия агонист-активированного рецептора с
трандукторными белками, на предвзятость внутри-
клеточного сигналинга, на функциональное взаи-
модействие рецептора с лигандами других аллосте-
рических сайтов.
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Лиганды аллостерических сайтов GPCR, наде-
ленные собственной активностью, подразделяют,
как и лиганды ортостерического сайта, на аллосте-
рические полные агонисты, стимулирующие ак-
тивность рецептора, аллостерические нейтральные
антагонисты, которые препятствуют связыванию
GPCR с гормоном, но при этом сами не влияют на
сигнальную трансдукцию, и аллостерические ин-
версионные агонисты, которые подавляют как гор-
мон-стимулированную активность рецептора, так
и его базальную активность, делая ее значимо ниже
таковой для нелигандированного рецептора (апо-
формы) (табл. 1, рис. 1). Можно полагать также на-
личие, по аналогии с ортостерическими лиганда-
ми, аллостерических регуляторов с активностью
частичных агонистов, которые, в отличие от пол-
ных агонистов, не способны максимально стиму-
лировать рецептор даже при насыщающих концен-
трациях. Однако для аллостерических агонистов,
эффекты которых весьма умеренные, сложно раз-
дельно классифицировать полные и частичные
агонисты.

Наконец, еще одну группу составляют лиганды
аллостерических сайтов GPCR, которые наделены
как собственной активностью, так и способностью
модулировать сигналы ортостерических агонистов
[117, 118]. Их подразделяют на три класса: ago-PAM,
ago-NAM и PAM-антагонисты (табл. 1). Лиганды
аллостерических сайтов с активностью ago-PAM
усиливают аффинность и(или) эффективность ор-
тостерического агониста, но при этом способны и
сами активировать рецептор (в отсутствие ортосте-
рического агониста). Ago-NAM наделены активно-
стью агонистов GPCR, но при этом снижают аф-
финность и(или) эффективность ортостерическо-
го агониста (рис. 1). В свою очередь, PAM-
антагонисты, с одной стороны, снижают эффек-
тивность ортостерического агониста, действуя как
его антагонисты, и, с другой, повышают аффин-
ность ортостерического агониста к GPCR, дей-
ствуя как PAM [118].

Однако во многих случаях отнесение лиганда
аллостерического сайта к той или иной группе ре-
гуляторов или модуляторов является весьма отно-
сительным, и это обусловлено целым рядом при-

Рис. 1. Эффекты аллостерических модуляторов на аффинность ортостерического агониста к GPCR и на величину его це-
левого регуляторного эффекта (эффективность действия). PAM – положительный аллостерический модулятор; NAM –
негативный аллостерический модулятор; NAL/SAM – нейтральный аллостерический лиганд или “молчащий” аллосте-
рический модулятор; Ago-PAM – аллостерический агонист с активностью положительного аллостерического модулято-
ра; Ago-NAM – аллостерический агонист с активностью негативного аллостерического модулятора; PAM/antagonist – по-
ложительный аллостерический модулятор, повышающий аффинность ортостерического агониста к GPCR, но снижаю-
щий эффективность его действия (антагонистический эффект). Показаны значения α и β, являющиеся фактором
кооперативности связывания между ортостерическим агонистом и аллостерическим модулятором (α), и операционным
фактором кооперативности для количественной оценки влияния аллостерического модулятора на операционную эффек-
тивность ортостерического агониста (β). По оси абсцисс – концентрация ортостерического агониста, по оси ординат –
эффективность ответа на ортостерический или аллостерический агонист.

E
ffi

ci
en

cy
 o

f r
es

po
ns

e

[OA]

Ago-PAM

�
�

Ago-NAM

�

�

PAM-antagonist

�

�

PAM

�

�

NAM

�

�

NAL/SAM



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 7  2023

АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ САЙТЫ И АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ 561

чин [116, 117]. Основной из них является то, что
конформационные изменения, обусловленные
связыванием лигандов с ортостерическим и алло-
стерическими сайтами GPCR, являются реци-
прокными. С одной стороны, связывание лиганда
с аллостерическим сайтом способно изменить
связывающие характеристики лиганда ортостери-
ческого сайта и паттерн активации им внутрикле-
точных каскадов. С другой стороны, связывание
эндогенного гормона или его аналогов с ортосте-
рическим сайтом может существенно влиять на до-
ступность для лигандов и регуляторные свойства
аллостерических сайтов. Более того, отмечается
реципрокное взаимодействие между аллостериче-
скими сайтами, которых может быть достаточно
много в молекуле рецептора. Тем самым, общее ко-
личество взаимодействий между свободными и ли-
ганд-связанными ортостерическими и аллостери-
ческими сайтами может быть очень значительным,
а сами взаимосвязи могут быть весьма сложными
[116]. Это предопределяет то, что в зависимости от
природы и связывающих характеристик ортосте-
рических и аллостерических лигандов, один и тот
же аллостерический регулятор может функциони-
ровать, как PAM, NAM или SAM [116, 117, 119, 120].
Ситуация усложняется еще и тем, что некоторые
аллостерические сайты могут соседствовать или да-
же частично перекрываться с ортостерическими
сайтами, влияя как на их доступность для агониста,
так и на вызываемые этим агонистом конформаци-
онные перестройки, необходимые для передачи
сигнала к трансдукторным белкам.

В каждом конкретном случае фармакологиче-
ский профиль аллостерического лиганда зависит
от большого числа факторов, которые не всегда
удается идентифицировать и надежно контролиро-
вать в условиях организма, что тормозит внедрение
аллостерических регуляторов в клиническую прак-
тику. Среди таких факторов природа и связываю-
щие характеристики ортостерического агониста,
присутствие других аллостерических регуляторов и
модуляторов, посттрансляционные модификации
молекулы рецептора (N-гликозилирование, фос-
форилирование, сайт-специфичный протеолиз, и
другие), образование ди- и олигомерных рецептор-
ных комплексов, которые могут включать прото-
меры как одного (гомоолигомеры), так и разных
(гетероолигомеры) типов GPCR, образование
многокомпонентных комплексов с различными
трансдукторными и адаптерными белками, ассо-
циация с белками цитоскелета, липидный состав и
вязкость плазматической мембраны, ионный со-
став и pH внеклеточной и внутриклеточной среды.
Все эти факторы во многом определяются функци-
ональным состоянием клетки и, более широко,
физиологическим состоянием организма, включая
возможные патологические изменения в нем.
Вследствие этого необходимы комплексные иссле-
дования специфической биологической активно-

сти и фармакологического профиля лигандов ал-
лостерических сайтов как в условиях in vitro, так и
in vivo, причем как в норме, так и при патологиче-
ских состояниях. При этом необходимо учитывать
то, что фармакологический профиль аллостериче-
ского лиганда GPCR может зависеть от типа кле-
ток и тканей, а также варьировать у различных ви-
дов животных.

В связи с вышесказанным, для описания фарма-
кологического профиля лиганда аллостерического
сайта GPCR в каждом конкретном случае приме-
няется специально разработанная для этого мате-
матическая модель, которая базируется на описа-
нии функциональной активности трехкомпонент-
ного комплекса, включающего GPCR, лиганд
ортостерического сайта и лиганд целевого аллосте-
рического сайта [117, 121]. В том случае, когда ре-
цептор сначала образует комплекс с ортостериче-
ским агонистом А, формирование тройного ком-
плекса будет описываться уравнением A + R + B ↔
↔ AR + B (KA) ↔ ARB (KB/α), где KA и KB пред-
ставляют собой равновесные константы диссоциа-
ции для комплексов GPCR с ортостерическим и ал-
лостерическим лигандами соответственно. В том
случае, когда рецептор сначала образует комплекс с
аллостерическим агонистом B, образование трой-
ного комплекса будет описываться уравнением
A + R + B ↔ A + RB (KB) ↔ ARB (KA/α) [121]. В обо-
их уравнениях константа α представляет собой
фактор кооперативности связывания между лиган-
дами ортостерического и аллостерического сайтов.
Фактор α описывает влияние аллостерического
лиганда на аффинность ортостерического агониста
к рецептору. Если значение α больше единицы, то
аллостерический агонист повышает аффинность
ортостерического агониста (PAM), если значение α
меньше единицы, то его эффект является противо-
положным (NAM), в то время как в случае, когда
значение α равно единице, аллостерический аго-
нист не влияет на сродство ортостерического ли-
ганда к рецептору (SAM) (табл. 1). Для описания
влияния аллостерического лиганда на эффектив-
ность ортостерического агониста используют фак-
тор β. В том случае, когда аллостерический лиганд
повышает эффективность ортостерического аго-
ниста, оцениваемую по величине его полумакси-
мального эффекта, значение фактора β выше еди-
ницы (PAM). Если аллостерический лиганд снижа-
ет эффективность ортостерического агониста, то
значение фактора β ниже единицы (NAM). Для
SAM, которые не влияют на эффективность орто-
стерического агониста в отношении целевого внут-
риклеточного каскада, значение β принимается за
единицу (табл. 1). Поскольку GPCR способен од-
новременно взаимодействовать с различными
трансдукторными белками и потому регулировать
различные внутриклеточные каскады, то один и
тот же аллостерический модулятор (PAM, NAM,
или SAM) может по-разному влиять на каждый из
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этих каскадов, вследствие чего фактор β, строго го-
воря, описывает его фармакологический профиль
только по отношению к определенному сигналь-
ному каскаду.

Как отмечалось выше, существенная часть ли-
гандов аллостерических сайтов имеет собственную
активность, не зависящую от присутствия ортосте-
рического агониста. Для характеристики их актив-
ности вводится фактор τ, который для аллостери-
ческих лигандов с активностью агониста имеет
значения выше единицы (аллостерический пол-
ный агонист, аго-PAM, аго-NAM), а для аллосте-
рических лигандов с активностью инверсионного
агониста или нейтрального антагониста имеет зна-
чения ниже единицы (табл. 1). Для аллостериче-
ских модуляторов, не имеющих собственной ак-
тивности (PAM, NAM, SAM, PAM-антагонист)
значение фактора τ равно единице [116, 117]. При
этом необходимо отметить, что значение единица,
как граница для дифференцирования полных и ин-
версионных агонистов, является весьма условным,
поскольку в некоторых случаях отсчет ведут отно-
сительно нуля, используя положительные значе-
ния τ для описания эффектов полных агонистов, и
отрицательные значения этого параметра для опи-
сания эффектов инверсионных агонистов. Как и в
случае фактора β, при оценке значения фактора τ
для аллостерического лиганда необходимо прини-
мать во внимание его регуляторное влияние на
конкретный внутриклеточный каскад, поскольку
предвзятость сигнальной трансдукции может при-
вести к тому, что для одного и того же аллостериче-
ского лиганда значения τ для различных внутри-
клеточных каскадов могут сильно варьировать.

Наряду с лигандами, специфичными по отно-
шению к определенному сайту GPCR, имеется
группа соединений, так называемых битопных
(двойственных) лигандов, способных одновремен-
но взаимодействовать как с ортостерическим, так и
с аллостерическим сайтами [120, 122–128]. В струк-
туре битопных лигандов имеются два фармакофо-
ра, один из которых связывается с ортостериче-
ским сайтом (обычно с высокой аффинностью), в
то время как другой с аллостерическим сайтом (как
правило, с более низкой аффинностью). Посколь-
ку аллостерический и ортостерический сайты то-
пографически различаются и могут находиться
друг от друга на определенном расстоянии, то для
эффективного связывания с рецептором фармако-
форы в битопном лиганде должны быть соединены
гибким, подвижным линкером. Длина такого лин-
кера должна соответствовать расстоянию между
ортостерическим и аллостерическим сайтами в ре-
цепторе, а сам линкер не должен затруднять кон-
формационные перестройки, индуцированные би-
топным лигандом и необходимые для реализации
его эффекта [120, 126]. При этом крайне важно
знать точную локализацию в GPCR как ортостери-
ческого, так и целевого аллостерического сайтов, и

адекватно выбрать необходимые гибкость и физи-
ко-химические характеристики используемого
линкера, что в случае GPCR, для которых не уста-
новлена 3D-структура, находится только эмпири-
ческим путем [129].

Преимуществами битопных лигандов является
более выраженная предвзятость их действия и по-
вышение аффинности связывания с рецептором,
которая обеспечивается сочетанием в них ортосте-
рического и аллостерического “компонентов”
[120, 125, 128, 130]. Уникальность профиля сиг-
нальной трансдукции определяется благодаря на-
целиванию битопного лиганда на аллостерический
сайт рецептора, в то время как более высокая аф-
финность обусловлена его связыванием с ортосте-
рическим сайтом. Показано, что особенности фар-
макологического профиля битопного лиганда могут
приводить к уникальной кинетике его связывания.
Следует, однако, отметить, что повышение аффин-
ности битопного лиганда к GPCR происходит
только тогда, когда оба фармакофора идеально
связываются с соответствующими сайтами, и каж-
дый из них имеет свою собственную кинетику
связывания, которая способна обеспечивать
синергичный эффект обоих фармакофоров на ак-
тивность рецептора. Это было продемонстрирова-
но на примере THRX-160209, битопного лиганда
m2-мускаринового ацетилхолинового рецептора
(mACh2R) [131], и R64a, битопного лиганда канна-
биноидного рецептора 2-го типа (CB2R), совмеща-
ющего в себе в качестве фармакофоров аллостери-
ческий модулятор EC21a (PAM) и ортостерический
агонист LV62 [128]. В то же время неблагоприятное
воздействие одного фармакофора на конформаци-
онные перестройки, вызываемые другим фармако-
фором, негативное влияние линкера на связываю-
щие характеристики фармакофоров в битопном
лиганде, а также индивидуальные предпочтения
взаимодействия фармакофора с различными со-
стояниями GPCR могут повлечь за собой значи-
тельное снижение аффинности битопного лиганда
к рецептору [132].

V. ОСОБЕННОСТИ 
СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 

ОРГАНИЗАЦИИ, ЧИСЛО И ЛОКАЛИЗАЦИЯ 
АЛЛОСТЕРИЧЕСКИХ САЙТОВ В GPCR

В молекуле GPCR имеется только один ортосте-
рический сайт, который является местом специ-
фичного связывания с эндогенным лигандом (аго-
нистом или, крайне редко, антагонистом этого
сайта), в то время как число аллостерических сай-
тов обычно составляет от 3–4 до 10 и более, и они
различаются по топологии, структурно-функцио-
нальной организации, сродству к лигандам, моле-
кулярным механизмам активации, а также обеспе-
чивают различную предвзятость агонистов к внут-
риклеточным эффекторам. Среди параметров,
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характеризующих аллостерические сайты, наибо-
лее важными являются их локализация и тополо-
гия в GPCR, конфигурация и физико-химические
свойства связывающего кармана, конформацион-
ная подвижность аллостерического сайта, зависи-
мость от ионного состава, ионной силы, осмоляр-
ности и pH внешней среды, особенности взаимо-
действия образующих аллостерический сайт
молекулярных детерминант с трансдукторными и
адаптерными белками, включая G-белки, β-арре-
стины, модифицирующие активность GPCR белки
(receptor-activity-modifying proteins, RAMP), а так-
же с липидной фазой мембраны. Исключительно
важное значение имеет участие аллостерических
сайтов в формировании и стабилизации гомо- и ге-
тероолигомерных рецепторных комплексов и мно-
гокомпонентных GPCR-содержащих комплексов
[115–117, 133–136].

Аллостерические сайты могут быть топологиче-
ски изолированными от ортостерического и других
аллостерических сайтов или частично с ними пере-
крываться, что предполагает существование мно-
говекторных реципрокных взаимоотношений
между ними. Ортостерический сайт в большинстве
GPCR высоко консервативен, что позволяет клас-
сифицировать рецепторы, в том числе, по струк-
турной организации их ортостерических сайтов и в
соответствии с химической природой лигандов
этих сайтов. Так, например, ортостерический сайт
во всех пяти типах мускариновых ацетилхолино-
вых рецепторах (mACh1R–mACh5R) имеет высо-
кую степень гомологии аминокислотной последо-
вательности, сходство пространственной структу-
ры и субдоменной организации [137]. Это, с одной
стороны, обеспечивает стимуляцию mACh1R–
mACh5R одним и тем же лигандом, и, с другой, со-
здает трудности в поиске ортостерических агони-
стов, способных дифференцировать один тип
mAChR от другого [138].

В свою очередь, аллостерические сайты суще-
ственно варьируют по структуре, даже среди близ-
кородственных рецепторов, хотя это и не является
общим правилом [139–142]. Важно отметить, что
аллостерические сайты, с которыми связываются
идентичные или структурно сходные лиганды, в
разных GPCR могут быть консервативными, в то
время как аллостерические сайты, лигандами ко-
торых являются структурно различающиеся соеди-
нения, как правило, вариабельны и определяют
предвзятость активации внутриклеточных каска-
дов, специфичность образования рецепторных
комплексов и ряд других характеристик даже среди
близкородственных GPCR, позволяя их функцио-
нально различать между собой.

Однако специфичность аллостерических сайтов
в GPCR тоже имеет ограничения, которые необхо-
димо принимать во внимание. Это продемонстри-
ровано для некоторых аллостерических сайтов, ло-

кализованных в интерфейсах между трансмем-
бранным доменом и ICLs рецептора. Изучение
связывания β-AR с соединением 15 (Cmpd-15) с ак-
тивностью аллостерического модулятора показало
высокое сходство внутриклеточных аллостериче-
ских сайтов, мишеней Cmpd-15, в молекулах β1- и
β2-AR [143, 144]. В ходе изучения связывания NAM
PF-06372222 и NNC0640 с рецепторами глюкагона
(GCGR) и глюкагон-подобного пептида-1 (GLP-1R)
было обнаружено сходство структурно-функцио-
нальной организации аллостерических сайтов этих
рецепторов, образованных цитоплазматическими
окончаниями ТМ5, ТМ6 и ТМ7 и проксимальны-
ми участками ICL3 [145].

При создании лекарственных препаратов необ-
ходимо учитывать тот факт, что кажущийся специ-
фичным в отношении одного рецептора препарат
способен связываться с гомологичным аллостери-
ческим сайтом, локализованным в близкород-
ственном ему GPCR, и, тем самым, влиять на его
функциональную активность, что может привести
к непредсказуемым побочным эффектам при при-
менении таких аллостерических регуляторов в кли-
нике. Так, веркирнон (vercirnon), аллостерический
антагонист СС-хемокинового рецептора 9 типа
(CCR9), связываясь с внутриклеточным аллосте-
рическим сайтом, подавляет не только стимуля-
цию рецептора селективным CCR9-агонистом
CCL25, но и нарушает сопряжение с G-белками
других типов хемокиновых рецепторов [146]. Алло-
стерический CCR2-антагонист CCR2-RA-[R], вза-
имодействуя с аллостерическим сайтом, располо-
женным в интерфейсе, образованном цитоплазма-
тическими окончаниями ТМs и проксимальными
к мембране участками ICLs, ингибирует передачу
генерируемого CCR2-агонистами сигнала к внут-
риклеточным эффекторам, нарушая функцио-
нальное взаимодействие рецептора c G-белками, и
наряду с этим негативно влияет на передачу сигна-
ла через другие хемокиновые рецепторы, родствен-
ные CCR2 [147].

Совокупность полученных в настоящее время
данных указывает на то, что аллостерические сай-
ты в GPCR могут располагаться во всех структур-
ных доменах и субдоменах рецептора [116, 136].
Так, они могут быть локализованы в N-концевом
участке и во внеклеточных петлях (ECL1, ECL2,
ECL3), а также в области их интерфейсов с ТМs,
формирующих внешний вестибюль при входе в
трансмембранный тоннель. В рецепторах, имею-
щих значительный по размеру N-концевой до-
мен, в формирование аллостерических сайтов мо-
гут быть вовлечены участки этого домена. В каче-
стве таких участков могут выступать линкерные
последовательности, которые в рецепторах гипо-
физарных гликопротеиновых гормонов связывают
богатый остатками лейцина эктодомен с цитоплаз-
матическим окончанием ТМ1. Эти последователь-
ности, как и некоторые участки эктодомена, могут
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являться мишенями для аутоантител, которые вы-
рабатываются к внеклеточным участкам GPCR и
влияют на их активность. Такое влияние ауто-
GPCR-антител обусловлено тем, что в богатом
остатками лейцина эктодомене располагается вы-
сокоаффинный ортостерический сайт для связы-
вания β-субъединиц гипофизарных гликопротеи-
новых гормонов, конформация и доступность ко-
торого высоко чувствительны даже к небольшим
индукционным влияниям, исходящим от соседних
с ним аллостерических сайтов, мишеней аутоанти-
тел. В других GPCR внеклеточные аллостериче-
ские сайты способны контролировать доступность
ортостерического сайта, расположенного в транс-
мембранном домене, для эндогенных или синтети-
ческих лигандов, а также влиять на образование го-
мо- и гетеродимерных GPCR-комплексов и на их
взаимодействие с RAMP, которые связываются с
ECLs рецептора. Поскольку важную роль в функ-
ционировании рецепторов играет присутствие в их
внеклеточных участках N-гликанов, то внекле-
точные аллостерические сайты способны значи-
мо влиять на процесс N-гликозилирования, тем
самым, опосредованно модулируя связывающие
характеристики и функциональную активность
GPCR.

Другой локализацией аллостерических сайтов
является внутренняя полость трансмембранного
домена, в которой во многих рецепторах распола-
гается ортостерический сайт. Аллостерические
сайты могут быть расположены в верхней, ориен-
тированной вовне, и в средней частях трансмем-
бранного тоннеля, а также в нижней (ориентиро-
ванной в цитоплазму) его части, которая во всех
GPCR вовлечена в передачу волны конформаци-
онных перестроек от ортостерического сайта к G-
белкам. Функциональная значимость аллостери-
ческих сайтов, расположенных внутри трансмем-
бранного домена, определяется тем, что в транс-
мембранном тоннеле расположены основные
структурные элементы, ответственные как за ста-
билизацию и активной, и неактивной конформа-
ций GPCR, так и за образование функционально
активного комплекса, в том числе предактиваци-
онного, с трансдукторными белками. Большую
роль здесь играет взаимное расположение ТМs, в
первую очередь ТМ5, ТМ6 и ТМ7, формирующих
внутреннюю полость трансмембранного домена.
Лигандами аллостерических сайтов, локализо-
ванных в трансмембранном домене, могут быть
простые ионы, способные легко проникать через
устье трансмембранного тоннеля, а также относи-
тельно небольшие органические молекулы, срав-
нимые по размеру и физико-химическим свой-
ствам с лигандами трансмембранного ортостери-
ческого сайта.

Аллостерические сайты могут быть локализова-
ны в ICLs, С-концевом домене и в их интерфейсах
с ТМs, ответственными за взаимодействие с G-бел-

ками, β-аррестинами и киназами GRK-семейства.
Тем самым лиганды этих сайтов контролируют
сигнальную трансдукцию на этапе GPCR-опосре-
дуемой активации трансдукторных белков, а также
во многом предопределяют дальнейшую судьбу ре-
цептора в клетке, зависящую от паттерна GRK-
опосредуемого фосфорилирования и образования
его комплексов с β-аррестинами. Кроме того, эти
сайты могут быть вовлечены в систему реципрок-
ных взаимодействий между G-белками и ортосте-
рическими сайтами GPCR, опосредованно влияя
на аффинность рецептора к ортостерическому ли-
ганду. Согласно современным представлениям,
GPCR взаимодействуют с большим числом scaf-
fold-белков, образуя значительные по размеру
многокомпонентные комплексы, включающие
ферменты-генераторы вторичных посредников,
протеинкиназы, фосфатазы, ионные каналы. Роль
цитоплазматических участков GPCR, а следова-
тельно, и локализованных в них аллостерических
сайтов здесь может быть весьма существенной, хо-
тя это требует дополнительного изучения.

Возможна также локализация аллостерических
сайтов на боковой поверхности трансмембранного
домена, где гидрофобные стороны ТМs контакти-
руют с липидным матриксом плазматической мем-
браны. Эти сайты не только “наводят мосты” меж-
ду изменениями физико-химических свойств и хи-
мического состава мембран и активностью GPCR,
но и индуцируют изменения конформации внут-
ренней полости трансмембранного домена, влияя
на суперпозицию ТМs и пространственную струк-
туру, и на доступность трансмембранных ортосте-
рического и аллостерических сайтов для лигандов.
Кроме того, они могут участвовать в стабилизации
ди- и олигомерных рецепторных комплексов, вли-
ять на перемещение рецептора между субклеточ-
ными компартментами и на транслокацию рецеп-
тора в плазматическую мембрану.

Потенциально аллостерические сайты могут
формироваться при образовании гомо- и гете-
роолигомерных комплексов GPCR и включать сег-
менты различных протомеров в месте их контакта,
но данных в отношении реального существования
таких сайтов в настоящее время нет.

Необходимо отметить, что идентификация ал-
лостерических сайтов, установление их количества
и локализации в молекуле рецептора в каждом
конкретном случае представляют собой весьма
сложную задачу, хотя уже в настоящее время в этом
отношении достигнут значимый прогресс, что ста-
ло возможным во многом благодаря разработке но-
вых подходов для идентификации аллостерических
сайтов в GPCR [135, 136, 148, 149].
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VI. ПОДХОДЫ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ 
АЛЛОСТЕРИЧЕСКИХ САЙТОВ В GPCR

До начала эпохи установления 3D-структур
GPCR с помощью рентгеноструктурного анализа и
других современных физико-химических подходов
данные о локализации, функциональной активно-
сти и структурной организации аллостерических
сайтов были неточными, спекулятивными, и бази-
ровались в основном на результатах исследований
соединений с уже доказанной активностью. Так,
например, выявление у синтетических пептидов,
производных различных участков GPCR (ICLs,
ECLs, их интерфейсы с ТМs), активности аллосте-
рических регуляторов этих рецепторов позволило
создать модели потенциальных аллостерических
сайтов, с которыми эти пептиды могут взаимодей-
ствовать [150–153]. Было показано, что функцио-
нальной активностью обладали в основном те пеп-
тиды, производные ICLs, которые были модифи-
цированы гидрофобными жирнокислотными
остатками и(или) содержали определенным обра-
зом расположенные кластеры положительно заря-
женных АКО, что позволяло им проникать через
липидный бислой мембраны [152, 153]. Это соот-
ветствовало тому, что их связывание осуществля-
лось с внутриклеточными аллостерическими сай-
тами, комплементарными этим пептидам. Таким
образом, были потенциально идентифицированы
некоторые внутриклеточные аллостерические сай-
ты, а также установлены механизмы функциональ-
ного сопряжения GPCR с трансдукторными белка-
ми. В свою очередь, изучение взаимоотношений
структура–активность среди низкомолекулярных
аллостерических регуляторов рецептора лютеини-
зирующего гормона (ЛГ) и хорионического гона-
дотропина человека (ХГЧ), а также рецепторов
фолликулостимулирующего (ФСГ) и тиреотроп-
ного гормонов (ТТГ) позволило идентифициро-
вать их мишени – расположенные в трансмем-
бранном тоннеле аллостерические сайты, а также
сконструировать приемлемую пространственную
модель этих сайтов [154–158].

После того, как появились структурные данные
для GPCR, поиск аллостерических сайтов стал це-
ленаправленным и эффективным. В 2010 г. Ivetac и
McCammon с использованием методов моделиро-
вания на основе молекулярной динамики и алго-
ритма FTMAP (fragment-based mapping), предна-
значенного для выявления в рецепторе “горячих
точек”, имеющих высокое сродство к целевым ор-
ганическим молекулам, исследовали β1- и β2-AR
[159]. В структуре каждого из этих рецепторов было
выявлено по пять потенциальных аллостерических
сайтов, которые располагались как в областях
β1/β2-AR, доступных для растворителя, так и в
участках, экспонированных в липидную фазу. В
дальнейшем, с помощью метода ускоренного мо-
делирования на основе молекулярной динамики и

алгоритма FTMAP, с использованием 16 органиче-
ских зондов, как фрагментов потенциальных ле-
карств, в рецепторе mACh2R были идентифициро-
ваны семь потенциальных аллостерических сай-
тов, одни из которых были локализованы во
внеклеточных и внутриклеточных преддвериях
трансмембранного тоннеля и были доступны для
воды, в то время как другие располагались внутри
трансмембранного тоннеля, будучи образованы гид-
рофобными интерфейсами TM3-TM4, TM5-TM6 и
TM7-TM1/TM2, и были доступны только для ли-
пофильных органических молекул [160].

В 2018 г. с помощью алгоритма FTMAP была
осуществлена идентификация аллостерических
сайтов в A2A-аденозиновом рецепторе, причем
отдельно рассматривались активная, две промежу-
точные (1 и 2) (intermediate 1, intermediate 2) и неак-
тивная конформации рецептора [161]. В неактивной
конформации присутствовали пять потенциаль-
ных аллостерических сайтов, которые формирова-
лись цитоплазматическими окончаниями TM1 и
TM7 и внеклеточными окончаниями TM3 и TM4.
В активной конформации были выявлены только
два аллостерических сайта, один в вестибюле, об-
разованном цитоплазматическими окончаниями
ТМ3 и ТМ4, и другой внутри G-белок-связываю-
щей поверхности в интерфейсе, образованном ци-
топлазматическими окончаниями TM2, TM3, TM6
и TM7. В промежуточных конформациях 1 и 2 бы-
ли идентифицированы три аллостерических сайта,
где в дополнение к двум сайтам, присутствующим
в активной конформации A2A-аденозинового ре-
цептора, имелся сайт в гидрофобной полости, об-
разованной ТМ5 и ТМ6 [161]. Это исследование
продемонстрировало, что паттерн идентифициру-
емых с помощью молекулярного моделирования
аллостерических сайтов сильно зависит от той кон-
формации GPCR, которая анализируется, а также
от природы лиганда, который связан с ортостери-
ческим или аллостерическим сайтами рецептора.

В 2019 г. Wakefield и соавт. с помощью алгоритма
FTMap и его модифицированной версии FTSite ис-
следовали локализацию аллостерических сайтов в
17 рецепторах, относящихся к четырем основным
классам GPCR, используя для этого 29 кристалли-
ческих структур [148]. Поскольку для всех изучен-
ных рецепторов имелись экспериментальные дан-
ные по их аллостерической регуляции, то получен-
ные с помощью FTMap результаты были
сопоставлены с ними, и это позволило в опреде-
ленной степени оценить их предсказательную спо-
собность. Для алгоритмов FTMap и FTSite при
идентификации всех аллостерических сайтов в
изученных рецепторах общая предсказательная
способность составила 69 (FTMap) и 76% (FTSite).
При этом для аллостерических сайтов, локализо-
ванных во внутренней полости трансмембранного
домена и вблизи входа в трансмембранный тон-
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нель, предсказательная способность алгоритмов
FTMap и FTSite была существенно выше и дости-
гала 80 и 88%, соответственно, что является очень
хорошим показателем. Значительно хуже дело об-
стояло с предсказанием аллостерических сайтов на
границе между трансмембранным доменом и гид-
рофильными петлями, где предсказательная спо-
собность, как правило, не превышала 50%. Это
обусловлено тем, что используемые в алгоритмах
FTMap и FTSite инструменты картирования разра-
ботаны для предсказания “горячих точек” связы-
вания с органическими молекулами для глобуляр-
ных белков, без учета их взаимодействия с поверх-
ностью мембраны или встраивания в липидный
матрикс мембраны. Кроме того, данные рентгено-
структурного анализа GPCR для подвижных гид-
рофильных петель очень ненадежны, что также со-
здает ограничения для идентификации в них алло-
стерических сайтов с помощью алгоритмов FTMap
и FTSite [148].

Проблемы, возникшие при идентификации ал-
лостерических сайтов, расположенных на границе
трансмембранного домена и гидрофильных петель
GPCR, с помощью различных версий алгоритма
FTMap (https://ftmap.bu.edu/), по крайней мере,
частично могут быть решены путем анализа дан-
ных, полученных для кристаллических структур
свободных от лиганда рецепторов и таковых, кри-
сталлизованных в комплексе с аллостерическим
лигандом [162]. В 2022 г. Wakefield и соавт. проана-
лизировали рентгеновские структуры для 394 GPCR
и сопоставили их с результатами анализа 39 рентге-
новских структур рецепторов, кристаллизованных
в комплексе с ингибиторами аллостерического
сайта. В 21 из 39 таких структур были установлены
локализация и пространственная организация ал-
лостерических сайтов, что позволило исследовать
топологически сходные локусы в других GPCR,
свободных от аллостерического лиганда. В резуль-
тате были идентифицированы девять топологиче-
ски сходных локусов в различных классах GPCR,
которые с высокой вероятностью содержат алло-
стерические сайты. При этом эти локусы могут не
иметь значимой гомологии на уровне первичной
структуры и являться мишенями для химически
различных органических молекул [162].

Для поиска аллостерических сайтов в GPCR
также широко используют методы молекулярной
динамики. Значительный интерес здесь представ-
ляют поиск и изучение аллостерических сайтов,
которые локализованы на боковой поверхности
трансмембранного домена (ТМ7-пучка) и доступ-
ны для функционального взаимодействия с липи-
дами плазматической мембраны. Это обусловлено
тем, что молекулярная динамика в наибольшей
степени подходит для изучения конформационных
изменений в GPCR, находящихся в мембранном
окружении. Аллостерические сайты, способные
контактировать с мембранными липидами, в на-

стоящее время идентифицированы для целого ряда
GPCR [149, 163–172].

При изучении рецептора свободных жирных
кислот 1 типа (Free Fatty Acid Receptor 1, FFAR1) с
помощью молекулярной динамики были обнару-
жены два реципрокно взаимодействующих алло-
стерических сайта, один из которых расположен во
внеклеточном преддверии трансмембранного тон-
неля, а другой на боковой стороне ТМ7-пучка, в
пространстве между ТМ3 и ТМ4 [169, 171]. Агонист
второго сайта, AP-8, ослаблял взаимодействия
АКО в трансмембранном домене, опосредуемые
через локализованный в ТМ3 высококонсерватив-
ный остаток тирозина (Y91(3.37)), в то время как ан-
тагонист, напротив, стабилизировал эти взаимо-
действия, затрудняя конформационные пере-
стройки трансмембранного домена, необходимые
для открытия тоннеля и активации рецептора [171].
Jiménez-Rosés и соавт. с применением той же мето-
дологии молекулярного моделирования было по-
казано, что связывание аллостерического сайта,
локализованного на боковой поверхности ТМ7-
пучка mACh2R, с соединением LY2119620, наделен-
ным активностью PAM, приводит к ограничению
конформационной подвижности остатка триптофа-
на в ТМ7 (Trp422(7.35)), к изменению конформации
остатка тирозина в ТМ7 (Tyr426(7.39)), формирующего
ортостерический сайт, и к усилению активирующе-
го действия на рецептор ортостерического агониста
ипероксо (iperoxo) [167].

С помощью молекулярно-динамического моде-
лирования в GLP-1R и P2Y1-пуринергическом ре-
цепторе обнаружены аллостерические сайты, ло-
кализованные на границе ТМ7-пучка с липидным
бислоем мембраны, которые образованы гидро-
фобными поверхностями ТМ1, ТМ2 и ТМ3 [163,
170]. В случае GLP-1R, как и в рецепторе глюкаго-
на (GCGR), в формировании таких сайтов также
принимают участие ТМ6 и ТМ7 [145, 173]. В проте-
иназа-активируемом рецепторе 2-го типа (PAR2) и
каннабиноидном рецепторе 1-го типа (CB1R) в
формировании таких сайтов принимают участие
ТМ2, ТМ3 и ТМ4 [164, 168]. В β2-AR, хемотактиче-
ском рецепторе 1-го типа для C5a анафилотоксина
(C5aR1), рецепторе свободных жирных кислот
GPR40 и дофаминовом рецепторе 1-го типа этот
сайт формируют ТМ3, ТМ4 и ТМ5 [174–178], а в
аденозиновом рецепторе 1-го типа – ТМ1, ТМ6 и
ТМ7 [179]. Это указывает на то, что в различных
GPCR паттерн гидрофобных поверхностей ТМs,
участвующих в аллостерической регуляции в ин-
терфейсе рецептор-мембрана, сильно различается.
Однако это не означает, что число таких сайтов
ограничивается теми, которые обнаружены с по-
мощью молекулярно-динамического моделирова-
ния, и дополнительные, еще неидентифицирован-
ные, сайты могут быть образованы другими ТМs.
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Для исследования молекулярных механизмов
взаимодействия лигандов с аллостерическими сай-
тами, локализованными на боковой поверхности
трансмембранного домена GPCR и находящимися
в контакте с липидами, были использованы как
квантово-химические расчеты с использованием
адаптированной к симметрии теории возмущений
(symmetry-adapted perturbation theory, SAPT), так и
анализ естественной популяции для количествен-
ной оценки силы межмолекулярных взаимодей-
ствий [172]. В результате было установлено, что
связывание лиганда с такими сайтами опосредует-
ся как классическими водородными связями, так и
взаимодействиями между слабополярными и заря-
женными группами. Кроме того, важную роль в
обеспечении подходящей позы аллостерического
лиганда и конформации сайта связывания играют
гидрофобные хвосты липидов плазматической
мембраны [172]. Как отмечалось выше, аллостери-
ческие сайты на стыке ТМ7-пучка и мембранных
липидов способны также взаимодействовать с ТМs
других интегральных белков, в том числе с прото-
мерами GPCR, участвуя в формировании и стаби-
лизации рецепторных комплексов и опосредуя ал-
лостерические влияния ди- и олигомеризации на
активность GPCR. Наряду с этим, эти сайты яв-
ляются подходящими мишенями для регуляции
GPCR липидами плазматической мембраны, как
это показано для холестерина, фосфолипидов и не-
которых мембранно-ассоциированных стероидов
[180–182].

В отличие от ортостерических сайтов, которые
для большинства известных GPCR обстоятельно
охарактеризованы, значительная часть множе-
ственных аллостерических сайтов, локализация и
структурная организация которых сильно варьиру-
ют, даже в случае хорошо изученных рецепторов
остается неисследованной. Такие сайты называют
“сиротскими” аллостерическими сайтами (по ана-
логии с GPCR, для которых не известен ортостери-
ческий агонист). В 2022 г. Kolb и соавт. с целью ве-
рификации уже известных аллостерических сайтов
и поиска “сиротских” аллостерических сайтов с
помощью метода докинга низкомолекулярных
зондов in silico исследовали 557 кристаллических
структур для 113 различных GPCR [135]. Это позво-
лило создать “пакетом” для аллостерических
сайтов, локализованных в GPCR, относящихся к
различным классам (A, B1, B2, C, D1, и F). В ре-
цепторах класса А, наиболее обширного и разно-
образного по природе ортостерических лигандов, в
области 7TM-пучка была определена локализация
до 11 аллостерических сайтов, для существования
которых имелись экспериментальные доказатель-
ства, в том числе данные по эндогенным или син-
тетическим аллостерическим регуляторам и ре-
зультаты сайт-направленного мутагенеза. Кроме
того, в этих рецепторах были идентифицированы
еще до 8 сайтов, которые могут быть мишенями для

аллостерических регуляторов и отнесены к “сирот-
ским” аллостерическим сайтам [135].

В полости, занимающей центральную часть
трансмембранного тоннеля, немного выше его се-
редины, во всех классах GPCR располагается меж-
спиральный связывающий сайт-1 (Interhelical
Binding Site 1, IBS1), однако его функции в различ-
ных GPCR могут существенно различаться. Так в
GPCR класса А он, как правило, является ортосте-
рическим сайтом и с высокой аффинностью свя-
зывается с эндогенными лигандами. Однако име-
ются исключения, например, в случае рецепторов
подкласса A10 (рецепторы гипофизарных глико-
протеиновых гормонов), в которых ортостериче-
ский сайт локализован в эктодомене, сайт IBS1 не
является мишенью для ортостерического лиганда и
функционирует как аллостерический сайт. Для
GPCR класса А, которые являются мишенями для
пептидных и полипептидных гормонов, не способ-
ных целиком погрузиться в трансмембранный тон-
нель, высокоаффинный сайт IBS1 включает не
только центральную полость трансмембранного
тоннеля, но и его внешний вестибюль и интерфей-
сы между внешними окончаниями ТМs и прокси-
мальными к мембране участками ECLs. Сходная
ситуация наблюдается для GPCR класса B, также
активируемых полипептидными гормонами. В
GPCR класса С, к которым относятся метаботроп-
ные глутаматные рецепторы, рецепторы γ-амино-
масляной кислоты (GABABR) и вкусовые рецепто-
ры, имеющие ортостерический сайт в значитель-
ном по размеру внеклеточном Venus f lytrap (VFT)
домене, как и в рецепторах подкласса А10, сайт
IBS1 выполняет функции аллостерического сайта.

Необходимо отметить, что в трансмембранном
тоннеле большинства рецепторов класса А сайт
IBS1 находится немного выше, чем таковой в
GPCR классов B и С. В случае GPCR класса B это
может быть обусловлено большей протяженностью
сайта IBS1, который как бы вытянут вглубь транс-
мембранного тоннеля, в то время как в GPCR клас-
са С этот сайт функционирует как аллостерический,
что, возможно, снимает определенные ограничения
на его “утапливание” вглубь трансмембранного
тоннеля. Сверху к сайту IBS1 примыкают два вто-
ричных связывающих сайта, IBS2 и IBS3, которые
могут частично перекрываться с ним и являются
потенциальными аллостерическими сайтами,
влияя как на связывающие характеристики рецеп-
тора, так и на стабильность его активной конфор-
мации и передачу волны конформационных пере-
строек с ортостерического сайта к трансдукторным
белкам. При этом сайт IBS2, который идентифи-
цирован в рецепторах классов A, B2 и C, формиру-
ется внутренней поверхностью ТМ4, ТМ5 и ТМ6, в
то время как сайт IBS3, обнаруженный в GPCR
классов A, B1, C и D1, образован ТМ1, ТМ2, ТМ3 и
ТМ7 [135].



568

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 7  2023

ШПАКОВ

Среди большого числа аллостерических сайтов,
идентифицированных в 2022 г. международным
научным коллективом под руководством Peter
Kolb, наибольший интерес представляет подроб-
ное изучение структурных и функциональных ха-
рактеристик двух “сиротских” аллостерических
сайтов, обозначаемых как OS5 и OS9, локализо-
ванных в нижней части 7ТМ-пучка [135]. Сайт OS5
локализован в полости, образуемой ТМ5 и ТМ6,
которые меняют свою конформацию и взаимное
расположение при связывании рецептора с орто-
стерическим агонистом и модулируют взаимодей-
ствие лиганд-активированного рецептора с G-бел-
ками, поскольку интерфейсы ICL3 с ТМ5 и ТМ6
являются ключевыми молекулярными детерми-
нантами, ответственными за формирование G-бе-
лок-связывающей поверхности рецептора [23].
Сегменты аминокислотной последовательности,
формирующие сайт OS5, являются высококонсер-
вативными среди большинства GPCR классов А и
B1, и мутации в них приводят к нарушению функ-
циональной активности рецепторов. При этом
сайт OS5 отчетливо детектируется во всех классах
GPCR – A, B1, B2, C, D1 и F. Этот сайт локализо-
ван в нижней части пучка, образованного ТМ5 и
ТМ6, в определенной степени уравновешивается
сайтом KS12, который расположен в верхней части
этого пучка, вовлеченной в формирование внеш-
него вестибюля трансмембранного тоннеля. Более
того, в некоторых рецепторах имеется дополни-
тельный аллостерический сайт OS4, локализован-
ный между сайтами OS5 и KS12, в средней части
ТМ5/ТМ6-пучка [135].

Сайт OS9 располагается в полости, образуемой
внутриклеточными окончаниями ТМ1 и ТМ7 и
псевдотрансмембранной спиралью H8, и образую-
щие этот сайт сегменты высоко консервативны
среди большинства GPCR, включая филогенети-
чески удаленный класс F. Как и в случае сайта OS5,
мутации АКО, формирующих сайт OS9, в β2-AR и
mACh3R критическим образом влияют на стимуля-
цию активности G-белков, рекрутирование и акти-
вацию β-аррестинов. При этом замены АКО в сайте
OS9 влияют на селективность передачи гормональ-
ного сигнала через определенные типы G-белков,
что вносит существенный вклад в предвзятость
сигнальной трансдукции [135]. Так, мутации в ло-
кусе, соответствующем сайту OS9, в AT1-ангиотен-
зиновом рецепторе предвзято влияют на актив-
ность сигнальных путей, осуществляемых через
Gq/11-белки и β-аррестины [183]. Согласно данным
докинга малых органических молекул, сайт OS9
наиболее важен для аллостерической регуляции
GPCR классов A, B1, C и F, в структуре которых
присутствует H8-псевдоспираль, в то время как для
рецепторов классов B2 и D, где такая спираль от-
сутствует, значимость этого сайта не столь суще-
ственна. Наряду с сайтами OS5 и OS9, важную роль

в регуляции взаимодействия с трансдукторными
белками играют еще два сайта, расположенные в
области ориентированного в цитоплазму вестибю-
ля – сайт GPROT, образованный цитоплазматиче-
скими окончаниями спиралей ТМ2, ТМ3, ТМ5 и
ТМ6, и сайт KS11, образованный спиралями ТМ1,
ТМ2, ТМ7 и H8.

Недавно было сообщено об успешной апроба-
ции для идентификации аллостерических сайтов
метода молекулярной динамики со смешанным
растворителем (mixed-solvent molecular dynamics
(MixMD)-based method), который учитывает взаи-
модействие с сайтами рецептора как воды, так и те-
стируемого органического соединения [184]. Сна-
чала этот метод был успешно апробирован для ре-
цепторов с известным набором аллостерических
сайтов, таких как CB1R, CC-хемокиновый рецеп-
тор 2-го типа, mACh2R, P2Y1-пуринергический ре-
цептор и PAR2, а затем с его помощью удалось
идентифицировать аллостерические сайты в μ-
опиоидном рецепторе, по которому имелись весь-
ма скудные сведения о количестве и локализации
аллостерических сайтов, причем полученные дан-
ные хорошо коррелировали с имеющимися экспе-
риментальными результатами по аллостерической
регуляции μ-опиоидного рецептора [184].

Применение арсенала современных методов
теоретического анализа GPCR, включая методы
молекулярной динамики, алгоритм FTMAP, докинг
низкомолекулярных соединений в потенциальные
сайты связывания, в сочетании с эксперименталь-
ными данными по фармакологии рецепторов и их
структурно-функциональной организации позво-
ляет разработать новые инструменты для поиска и
верификации аллостерических сайтов в молекулах
GPCR, что исключительно важно для дизайна и
дальнейшего продвижения в клинику лекарств на
основе аллостерических лигандов [116, 135, 136,
172, 184, 185].

Однако в настоящее время основные успехи до-
стигнуты в отношении аллостерических сайтов,
локализованных в области 7ТМ-пучка и его интер-
фейсов с ECLs и ICLs, в то время как проблема
идентификации аллостерических сайтов в гидро-
фильных петлях и эктодоменах пока далека от сво-
его решения. Здесь важную роль может иметь ис-
следование специфического связывания циркули-
рующих в крови и искусственно полученных
аутоантител к GPCR, мишенями которых являют-
ся внеклеточные домены рецепторов, а также изу-
чение специфической активности пептидов,
структурно соответствующих участкам ICLs и
ECLs, и фрагментов трансдукторных и адаптерных
белков, вовлеченных в функциональное взаимо-
действие с GPCR.
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VII. ЭНДОГЕННЫЕ АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ 
РЕГУЛЯТОРЫ GPCR

Все эндогенные аллостерические регуляторы
GPCR условно могут быть разделены на четыре
группы. Первую составляют трансдукторные и
адаптерные белки, компоненты GPCR-опосредуе-
мой сигнальной трансдукции, вторую – ионы,
аминокислоты, липиды и полипептиды, не наде-
ленные собственной гормональной активностью,
третью, относительно немногочисленную – гор-
мональные агенты (стероидные гормоны, поли-
пептидные гормоны), которые действуют на сайты
GPCR, отличные от их ортостерического сайта, и
четвертую – аутоантитела к GPCR. Ниже мы рас-
смотрим основных представителей этих групп ал-
лостерических регуляторов.

7.1. Гетеротримерные G-белки

Гетеротримерные G-белки и β-аррестины спе-
цифически взаимодействуют с различными по ло-
кализации участками ICLs и цитоплазматического
C-концевого домена, в первую очередь с прокси-
мальными к мембране сегментами ICL2 и ICL3, а
также с интерфейсами между ICLs и ТМs. Ключе-
вую роль в сопряжении GPCR с G-белками и β-ар-
рестинами играет полость, расположенная в цито-
плазматическом преддверии трансмембранного
тоннеля и сформированная цитоплазматическим
окончанием ТМ6 (в некоторых рецепторах также
ТМ5) и гидрофобной спиралью H8. Эта полость
доступна для взаимодействия как с α5-спиралью,
расположенной в C-концевой области Gα-субъ-
единицы, так и с “пальцеобразным” участком β-ар-
рестина, который отвечает за образование ком-
плекса c GPCR [186]. После активации рецептора
гормоном или аллостерическим агонистом α5-спи-
раль Gα-субъединицы приобретает способность
проникать в полость ТМ6/(ТМ5)/H8, что приводит
к ГДФ/ГТФ-обмену в ее гуаниннуклеотидсвязыва-
ющем сайте, диссоциации αβγ-гетеротримерного
комплекса и запуску соответствующего внутрикле-
точного каскада. В то же время сразу вслед за этим
GPCR фосфорилируется киназами GRK-семей-
ства, что вызывает рекрутирование β-аррестинов,
которые конкурентно вытесняют Gα-субъединицу
из полости ТМ6/(ТМ5)/H8, тем самым прерывая
передачу сигнала через G-белки. В дальнейшем ли-
бо осуществляется β-аррестин-опосредуемый эн-
доцитоз лиганд-рецепторного комплекса внутрь
клетки, либо запускается механизм β-аррестино-
вого сигналинга [186].

Неактивный G-белок, который представляет
собой Gαβγ-комплекс и включает Gα-субъедини-
цу, связанную с ГДФ, при взаимодействии с GPCR
индуцирует его “закрытую” конформацию. Ее осо-
бенностью является то, что, находясь в этой кон-
формации, GPCR имеет повышенное сродство к

ортостерическому агонисту, что обеспечивает бо-
лее высокую чувствительность рецептора к гормо-
нальной активации. Это обусловлено тем, что в
“закрытой” конформации диссоциация лиганда из
ортостерического сайта затруднена, и он как бы
попадает в “ловушку”. Как следствие, число
лиганд-рецепторных комплексов резко повышает-
ся [187]. Образование комплекса между неактив-
ным αβγ-гетеротримерным G-белком и конститу-
итивно активным GPCR, например, вследствие
активирующих мутаций, также приводит к стаби-
лизации рецептора в “закрытой” конформации,
причем в этом случае ортостерический сайт оказы-
вается свободным от лиганда. Более того, особен-
ностью “закрытой” конформации в конституитив-
но активных рецепторах является воспрепятство-
вание проникновению в ортостерический сайт
лигандов с различным профилем фармакологиче-
ской активности [187]. В то же время, несмотря на
различные эффекты “закрытых” конформаций
GPCR на связывание ортостерических лигандов,
они представляют собой результат аллостериче-
ского влияния неактивного G-белка на связываю-
щие характеристики рецептора. После активации
G-белка и его диссоциации на мономерную, ГТФ-
связанную, Gα-субъединицу и Gβγ-димер, с одной
стороны, осуществляется активация различных
эффекторных белков, таких как АЦ, PLCβ, фосфа-
тидилинозитол-3-киназа, G-белок-регулируемые
кальциевые и калиевые каналы, и, с другой, деста-
билизируется “закрытая” конформация и снижа-
ется сродство лиганда к ортостерическому сайту.

Аллостерические механизмы, лежащие в основе
влияния тройного комплекса ортостерический ли-
ганд–GPCR–G-белок на сродство лиганда к ре-
цептору и на сигнальную трансдукцию в целом,
остаются до конца не выясненными. Еще мень-
ше информации о механизмах, которые могут
быть вовлечены в предпочтительность включе-
ния в такой комплекс в качестве трансдукторно-
го компонента определенного типа G-белка или
β-аррестина, а также о возможном аллостериче-
ском влиянии тройного комплекса ортостериче-
ский лиганд–GPCR–β-аррестин на связывающие
характеристики рецептора. При этом совершенно
очевидно, что состав и структурная организация
такого комплекса должны во многом определять
предвзятый агонизм, обеспечивая избирательную
активацию определенного типа трансдукторных
белков ортостерическим агонистом [115]. Для обес-
печения предвзятости сигнальной трансдукции с
помощью аллостерических механизмов предложе-
ны две основные модели [57, 188, 189]. В одной из
них триггером предвзятого агонизма является сме-
щенный ортостерический агонист, который обес-
печивает рекрутирование в тройной комплекс
определенного типа G-белка или β-аррестина. Во
второй модели сначала образуется предактиваци-
онный двойной комплекс между свободным от
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агониста рецептором и определенным типом
G-белка (в неактивном ГДФ-связанном состоя-
нии) или β-аррестина, после чего они уже пред-
определяют связывание определенного лиганда,
стабилизируя только одну “закрытую” конформа-
цию.

Первая модель, в основе которой лежит “ли-
гандный” механизм, была предложена в 1997 г.
американским биохимиком Henry Bourne и опира-
лась на результаты многочисленных исследований
1980–1990-х годов, свидетельствующих о том, что
связывание GPCR c ортостерическим агонистом
приводит к рекрутированию G-белков с образова-
нием тройного комплекса, и это является тригге-
ром предвзятого внутриклеточного сигналинга
[190]. Поначалу эта модель казалась безальтерна-
тивной [191–194], но постепенно стали накапли-
ваться данные, которые не укладывались в пара-
дигму “лигандного” механизма. Этому механизму
противоречили результаты исследований, указы-
вающие на то, что конституитивно активный ре-
цептор, в отсутствие ортостерического агониста,
сохранял способность рекрутировать и активиро-
вать G-белки [195, 196], и даже избирательно акти-
вировал определенные типы G-белков и β-арре-
стинов [197, 198]. Тем самым был сделан вывод о
том, что ортостерический агонист не способен де-
терминировать формирование комплекса GPCR с
определенным типом трансдукторного белка. К то-
му же “лигандный” механизм не поддерживался
кинетическими данными, которые свидетельство-
вали о высокой скорости и высокой эффективно-
сти образования тройного комплекса, что недости-
жимо в случае выбора в качестве начальной стадии
процесса связывания ортостерического агониста.
К тому же не понятно, как в таком случае осу-
ществляется сортинг G-белков или β-аррестинов,
учитывая низкую доступность требуемого для
предвзятой передачи сигнала определенного их ти-
па в примембранном пространстве.

Ограничения и противоречия, имеющиеся в от-
ношении “лигандного” механизма, в значитель-
ной степени преодолеваются в рамках второй мо-
дели. В ней на первом этапе образуется двойной
предактивационный комплекс, включающий ли-
ганд-свободную форму GPCR и определенный тип
трансдукторного белка. Аллостерические влияния,
осуществляемые трансдукторным белком на кон-
формацию ортостерического сайта, предопределя-
ют высокоаффинное связывание с ним определен-
ного ортостерического агониста, что и лежит в ос-
нове предвзятого сигналинга [189]. Важно, что
существование таких предактивационных ком-
плексов показано для различных семейств GPCR и
различных типов G-белков [199–204]. При этом в
состав таких комплексов входят те типы G-белков,
которые преимущественно сопряжены с опреде-
ленным типом GPCR. Так, например, Go-белок-

сопряженный α2-AR образует предактивационный
комплекс преимущественно с Go-белками, Gs-бе-
лок-сопряженные простациклиновый рецептор и
5-HT7-серотониновый рецептор – с Gs-белками
[199, 203, 205], Gi-белок-сопряженный PAR1 – с
Gi1-белками [200], и Gq/11-белок-сопряженный
mACh3R – с Gq/11-белками [201].

Молекулярный механизм, опосредующий изме-
нение связывающих характеристик рецептора в со-
ставе комплекса с неактивным G-белком, включа-
ет ослабление взаимодействия между ТМ3 и ТМ6,
что приводит к большей доступности ортостериче-
ского сайта для связывания агониста. В случае кон-
ституитивно активного рецептора смещение ТМ6
наружу, обусловленное повышением подвижности
этой ТМ, оказывается достаточным для активации
G-белка, в то время как в рецепторах с базальной
активностью для эффективного смещения необхо-
дим ортостерический агонист. В то же время обра-
зование комплекса GPCR–неактивный G-белок
существенно снижает энергетический порог для
такого смещения, снимая, тем самым, термодина-
мические препятствия для агонист-индуцирован-
ной активации G-белка. Смещение ТМ6 наружу из
трансмембранного тоннеля приводит к изменению
локализации α5-спирали Gα-субъединицы, что
способствует замене в ней ГДФ на ГТФ, диссоциа-
ции гетеротримерного комплекса и запуску сиг-
нальной трансдукции [189].

Для доказательства аллостерических влияний,
вызываемых G-белками, успешно применяются
антитела или их фрагменты (нанотела), имитирую-
щие неактивные ГДФ-связанные G-белки. Они
также обладают способностью стабилизировать “за-
крытую” конформацию ортостерического сайта
GPCR [206–208]. В 2011 г. Rasmussen и соавт. выра-
ботали антитела Nb80 (14 кДа) на агонист-активи-
рованный β2-AR, и эти антитела обладали свойства-
ми G-белка при связывании с этим рецептором
[206]. Антитела Nb80 не опознавали свободную от
ортостерического лиганда, неактивную конформа-
цию рецептора, но при этом с высокой эффектив-
ностью связывались с агонист-активированной
формой рецептора и вызывали в ней конформаци-
онные изменения, сходные с таковыми при связы-
вании β2-AR с Gs-белком и β2-агонистом изопроте-
ренолом. В дальнейшем были разработаны антитела
Nb60, которые действовали противоположным об-
разом, стабилизируя неактивную конформацию
GPCR, характеризующуюся низким сродством к
лиганду [208]. Изопротеренол при связывании с
β2-AR в присутствии антител Nb80 имел сродство к
рецептору в 15 тысяч раз выше, чем в присутствии
антител Nb60. При этом различия в аффинности
связывания других лигандов с β2-AR в присутствии
антител Nb80 и Nb60 сильно варьировали, что ука-
зывает на отчетливо выраженный их аллостериче-
ский эффект на связывающие характеристики ор-
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тостерического сайта [208]. В совокупности эти
данные свидетельствуют в пользу аллостерической
природы регуляторного влияния G-белка на срод-
ство GPCR к ортостерическим лигандам. С помо-
щью антител и других подходов было показано, что
аллостерические сайты рецептора, являющиеся
мишенями для G-белка, расположены на границе
между цитоплазматическими окончаниями ТМs и
проксимальными к мембране участками ICL2 и
ICL3, в цитоплазматическом преддверии транс-
мембранного тоннеля [207]. Однако в отдельных
случаях в формировании таких сайтов могут при-
нимать участие и более дистальные участки ICLs и
цитоплазматического С-хвостового домена. Необ-
ходимо принимать во внимание тот факт, что если
Gα-субъединица в основном взаимодействует с
преддверием трансмембранного канала, то Gβγ-
димер использует для связывания другие молеку-
лярные детерминанты, расположенные в том числе
в дистальных участках ICLs.

7.2. β-Аррестины
Компонентами предактивационного комплек-

са, включающего GPCR, наряду с G-белками, мо-
гут быть β-аррестины, которые также облегчают
связывание ортостерических агонистов, в том чис-
ле предвзятых по отношению к β-аррестин-спе-
цифичным каскадам [57, 209]. Существование
тройного комплекса ортостерический агонист–
GPCR–β-аррестин было предсказано еще в 1997 г.
Gurevich и соавт. на основе изучения комплексов
β-аррестинов с β2-AR и mACh2R [210]. Было пока-
зано, что в комплексе с β-аррестинами эти рецеп-
торы имеют существенно более высокое сродство к
агонистам, но не к антагонистам ортостерического
сайта, причем мутации в β-аррестинах, препят-
ствующие эффективному связыванию с рецепто-
ром, полностью предотвращали повышение аф-
финности GPCR к агонисту [210, 211]. В дальней-
шем было показано, что повышение сродства
рецептора к ортостерическим агонистам было наи-
более отчетливо выражено в случае агонистов,
предвзятых в отношении активации β-аррестин-
специфичных сигнальных путей, что, как можно
полагать, лежит в основе предпочтительного свя-
зывания комплекса GPCR–β-аррестин с β-арре-
стин-предвзятым агонистом и соответствует рас-
смотренной выше второй модели, основанной на
образовании двойного предактивационного ком-
плекса, только теперь в приложении к β-аррести-
нам [59].

С помощью криоэлектронной микроскопии
была установлена структура комплекса, включаю-
щего β1-AR, βarr1 и β-аррестин-предвзятый аго-
нист формотерол (formoterol), и показано, что кон-
формационные изменения, которые индуцирует
βarr1 в структуре трансмембранного домена β1-AR,
существенно отличаются от таковых в случае ком-

плекса β1-AR с Gs-белком и затрагивают в основ-
ном ТМ7. Это обусловлено тем, что, в сравнении с
α5-спиралью Gα-субъединицы, пальцевая петля
(finger loop) βarr1 занимает более узкую щель во
внутриклеточном вестибюле трансмембранного
тоннеля [209]. В этой связи необходимо отметить,
что β-аррестины способны опосредовать сигналь-
ную трансдукцию независимо от G-белков, осу-
ществляя регуляции каскада MAPKs [212, 213]. Тем
самым модель предактивационного комплекса
GPCR–β-аррестин является функционально зна-
чимой и может указывать на универсальность меха-
низма образования предактивационного комплекса
между рецептором и трансдукторным белком.

Еще одна, сравнительно недавно развиваемая
модель, авторами которой являются выдающиеся
специалисты в области сигнальной трансдукции
Anthony Nguyen и лауреат Нобелевской премии
2012 г. Robert Lefkowitz, описывает в качестве клю-
чевого этапа предвзятого GPCR-опосредуемого
сигналинга формирование комплексов с “мега-
плексной” (megaplex) структурой, включающих
лиганд-связанный GPCR и оба трансдуктора –
G-белок и β-аррестин [214]. Предпосылкой для
этой модели стали наблюдения, что после интерна-
лизации комплекса лиганд–GPCR, индуцируемой
β-аррестинами, в ряде случаев рецепторы сохраня-
ют способность устойчиво передавать сигналы
через посредство G-белков. При этом рассматри-
ваются различные механизмы для реализации та-
кого необычного эффекта. В их основе лежит пред-
ставление о том, что β-аррестины не только обес-
печивают везикулярный транспорт рецепторного
комплекса, но, обеспечивая его удерживание в
подходящей конформации внутри сигнальной эн-
досомы, способствуют длительной активации
G-белков. Имеются данные о том, что β-аррести-
ны могут поддерживать и даже усиливать G-белок-
опосредуемый сигналинг, препятствуя реассоциа-
ции Gα-субъединицы и Gβγ-димера путем образо-
вания комплекса, включающего GPCR, Gβγ-ди-
мер и β-аррестин [215]. Способность β-аррестинов
в составе комплекса с GPCR функционально взаи-
модействовать с Gβγ-димером была продемон-
стрирована на примере химерного рецептора
β2V2R, в котором С-концевой домен β2-AR заменен
на таковой V2-вазопрессинового рецептора [216].
Важно отметить, что взаимодействие Gβγ-димера с
комплексом β2V2R–βarr1 было отчетливо выраже-
но только в том случае, когда гетеротримерный
комплекс Gs-белка подвергался диссоциации на
Gαs-субъединицу и Gβγ-димер в присутствии не-
гидролизуемого аналога ГТФ.

В настоящее время аллостерические влияния,
которые могут реализовываться при формирова-
нии “мегаплексной” структуры лиганд–GPCR–
Gβγ-димер–β-аррестин, остаются не изученными,
но их роль, особенно на стадии “позднего”, эндо-
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сомального, сигналинга может быть определяю-
щей. Известно, что одним из механизмов прекра-
щения передачи сигнала через интернализованный
GPCR является снижение pH в просвете эндосом,
что приводит к снижению сродства лиганда к ре-
цептору, как это показано для рецептора парати-
реоидного гормона [217]. Вследствие этого для под-
держания эндосомального сигналинга необходи-
мы механизмы для сохранения высокого сродства
GPCR к лиганду в условиях закисления просвета
эндосом, что, возможно, и обеспечивает “мега-
плексная” структура. При этом в основе таких ста-
билизирующих влияний может быть повышение
устойчивости “закрытой” конформации ортосте-
рического сайта, что затрудняет диссоциацию свя-
занного с ним лиганда в условиях закисления. Сле-
дует отметить и тот факт, что конформационные
изменения в GPCR, индуцируемые образованием
“мегаплексной” структуры лиганд–GPCR–Gβγ-
димер–β-аррестин, влияют на предвзятость внут-
риклеточного сигналинга и на интенсивность про-
дукции, распределения и транспорта вторичных
посредников внутри эндосомы [214].

Поскольку β-аррестины могут выступать в каче-
стве аллостерических регуляторов GPCR, то стра-
тегии, направленные на регуляцию их активности,
способны влиять на аллостерические взаимодей-
ствия между GPCR и β-аррестинами, а следова-
тельно, контролировать GPCR-опосредуемый
сигналинг. В качестве примера можно привести
недавнее исследование по разработке высокоспе-
цифичных внутриклеточных антител к βarr1, кото-
рые аллостерически модулировали эндосомальный
сигналинг мутантного V2-вазопрессинового рецеп-
тора [218]. Замена в этом рецепторе остатка Thr360,
мишени для фосфорилирования GRK-киназами и
компонента одного из двух сайтов для связывания
с βarr1, на аланин сохраняла способность βarr1
транслоцироваться в мембрану и образовывать
комплекс с агонист-активированным мутантным
рецептором, но предотвращала эндосомальную ло-
кализацию комплекса рецептора с βarr1 и блокиро-
вала βarr1-опосредуемую активацию ERK1/2, ни-
жележащего компонентов каскада MAPKs, наблю-
даемую в случае V2-вазопрессинового рецептора
дикого типа [219]. В присутствии антител Ib30,
которые специфически связываются с βarr1, на-
ходящимся в комплексе с мутантным V2-вазо-
прессиновым рецептором, агонист-индуцирован-
ный эндосомальный транспорт лиганд-рецепторно-
го комплекса восстанавливался и одновременно с
этим нормализовалась активация ERK1/2-сиг-
нальных путей. Возможными механизмами здесь
являются стабилизация активной конформации
βarr1 в комплексе с рецептором и аллостерически
индуцированное усиление взаимодействия βarr1 с
белком β2-адаптином, роль которого в эндосо-

мальном GPCR-сигналинге в последние годы ин-
тенсивно изучается [220].

В предвзятости сигналинга большую роль игра-
ет соотношение молекул GPCR и β-аррестинов,
поскольку в случае гиперэкспрессии рецепторов
количества экспрессируемых β-аррестинов, необ-
ходимого для нормального обеспечения β-арре-
стин-специфичного сигналинга, начинает не хва-
тать, и тогда даже при связывании GPCR c β-арре-
стин-предвзятым агонистом парадоксальным
образом начинает запускаться G-белок-специфич-
ные сигнальные каскады [221–223]. При этом чем
больше дисбаланс между GPCR и β-аррестинами в
пользу рецепторов, тем выше вероятность переда-
чи сигнала через G-белок-опосредуемые пути. По-
казано, что при физиологических, сравнительно
низких, уровнях экспрессии ангиотензинового ре-
цептора 1 типа (angiotensin II type 1 receptor, AT1R)
при действии β-аррестин-предвзятого лиганда
TRV026 активируются преимущественно β-арре-
стин-специфичные пути. В то же время в условиях
гиперэкспрессии AT1R соединение TRV026 приоб-
ретает способность активировать Gi- и Gq/11-белки,
вызывая, тем самым, мощную стимуляцию каль-
циевых каскадов, что указывает на потерю этим со-
единением функциональной селективности [223].
Одной из причин потери селективности β-арре-
стин-предвзятых лигандов при гиперэкспрессии
GPCR является то, что даже при стехиометриче-
ском соотношении GPCR и β-аррестинов неболь-
шая часть рецепторов все же остается в конформа-
ции, способствующей их эффективному взаимодей-
ствию с G-белками. При повышении количества
рецепторов доля их молекул, не связанных с β-ар-
рестинами, возрастает, и это неизбежно приводит
к значительному увеличению доли GPCR в G-бе-
лок-адаптированной конформации. Сходная ситу-
ация наблюдается и при нокауте генов, кодирую-
щих β-аррестины, или вследствие экспрессии му-
тантных их форм, неспособных к связыванию с
GPCR [222, 223]. Все эти закономерности хорошо
укладываются в представленную выше парадигму
“мегаплексной” структуры, включающей GPCR,
G-белок и β-аррестин.

7.3. GPCR-акцессорные белки
Отдельную группу белков, влияющих на

функциональную активность GPCR, составляют
GPCR-акцессорные белки (GPCR Accessory Pro-
teins), среди которых наиболее значимы белки
RAMP-семейства.

Семейство RAMP включает три представителя,
RAMP1, RAMP2 и RAMP3, которые взаимодей-
ствуют, по крайней мере, с 46 типами GPCR [224].
Все RAMP один раз пронизывают плазматическую
мембрану, имеют значительный по размеру вне-
клеточный N-концевой домен и небольшой цито-
плазматический С-хвостовой домен, причем во
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взаимодействии с GPCR участвуют внеклеточный
домен и, в меньшей степени, ТМ [225, 226]. Обра-
зуя комплексы с GPCR, RAMP модулируют селек-
тивность рецептора к ортостерическому агонисту,
влияют на предвзятость активации внутриклеточ-
ных эффекторов, регулируют везикулярный транс-
порт агонист-активированного GPCR и его рецик-
лизацию. Наряду с этим RAMP могут функциони-
ровать как шапероны, обеспечивая нормальное
протекание посттрансляционного процессинга
GPCR и способствуя надлежащему их встраива-
нию в плазматическую мембрану, а также опосре-
дованно регулируют генную экспрессию GPCR,
как это продемонстрировано на примере рецепто-
ра, подобного рецептору кальцитонина (calcitonin
receptor-like receptor, CALCRL) и чувствительного
к внеклеточному кальцию рецептора CaSR [224,
225, 227, 228].

В настоящее время установлена локализация
аллостерических сайтов, которые потенциально
способны взаимодействовать с RAMP, одни из ко-
торых локализованы в ECLs, в то время как другие
на боковой поверхности трансмембранного доме-
на, в месте его контакта с липидной фазой мембра-
ны. Ключевым результатом взаимодействия RAMP
с GPCR является изменение конформации TM6 и
ICL2, которые участвуют в формировании карма-
нов ортостерического сайта, играют важную роль в
стабилизации его “закрытой” конформации, тем
самым, определяя сродство рецептора к агонисту.
ТМ6, как отмечалось выше, непосредственно во-
влечена во взаимодействие рецептора с G-белком
и β-аррестинами [224]. В зависимости от того, с ка-
ким RAMP рецептор образует комплекс, он спосо-
бен взаимодействовать с вполне определенным ти-
пом ортостерического агониста, как это показано
для рецептора CALCRL [224]. В случае образова-
ния комплекса CALCRL c RAMP1, рецептор акти-
вируется кальцитонин-ген-родственным пепти-
дом (CGRP), при образовании комплекса с RAMP2
он активируется адреномедуллином, в то время как
при образовании комплекса с RAMP3 – адреноме-
дуллином и адреномедуллином-2 (интермедином).
Более того, кальцитониновый рецептор, находясь
в комплексе с определенным типом RAMP, приоб-
ретает способность связывать не свойственный для
этого рецептора лиганд – гормон амилин [229–
231]. RAMP также определяют специфичность и
эффективность активации гормонами внутрикле-
точных сигнальных каскадов. Они усиливают взаи-
модействие кортиколиберинового рецептора 1-го
типа с G-белками [232], а также обеспечивают се-
лективность активации G-белков и β-аррестинов
при связывании рецептора 2-го типа вазоактивно-
го интестинального пептида (VPAC2R) и кальцито-
нинового рецептора с ортостерическими агониста-
ми [233, 234].

При детальном рассмотрении влияния различ-
ных RAMP на активность рецептора глюкагона

(GCGR), GLP-1R и GLP-2R были получены свиде-
тельства в пользу рецепторной специфичности
RAMP-опосредуемой модуляции зависимых и не-
зависимых от G-белков сигнальных путей для глю-
кагонового семейства GPCR [235]. Показано, что
RAMP1 модулирует стимулирующие эффекты аго-
нист-связанных рецепторов GCGR и GLP-1R как
на Gs- и Gq/11-белок-зависимые каскады, так и на
рекрутирование β-аррестинов к лиганд-рецептор-
ному комплексу, в то время как аллостерические
эффекты RAMP2 были специфичны только в отно-
шении β-аррестинов для всех трех изученных ре-
цепторов. В свою очередь, RAMP3 негативно вли-
ял на все сигнальные пути, осуществляемые через
GCGR, GLP-1R и GLP-2R [235]. Позднее другими
авторами было установлено, что RAMP2 является
негативным аллостерическим модулятором для ре-
цептора глюкагона, повышая подвижность его
внеклеточного домена и, тем самым, снижая ста-
бильность агонист-активированной конформации
и препятствуя активации рецептором Gs-белка и
цАМФ-зависимых сигнальных путей [236].

Важность изучения RAMP, как аллостерических
регуляторов GPCR, обусловлена их ключевой ро-
лью в функционировании сердечно-сосудистой,
выделительной и дыхательной систем, в регуляции
воспалительных процессов [237–242]. Интерфейс,
который определяет взаимодействие между GPCR
и RAMP, является одной из мишеней для создания
фармакологических регуляторов GPCR-опосре-
дуемого сигналинга [226, 228, 243, 244]. Одним
из таких регуляторов является препарат Olcegep-
ant для лечения мигрени, который встраивается в
карман, образуемый RAMP1 и N-концевым
участком CALCRL, обеспечивая негативную регу-
ляцию сигнальных путей, активируемых CGRP
[245–248].

Наряду с RAMP, в аллостерическую регуляцию
отдельных типов GPCR могут быть вовлечены дру-
гие GPCR-акцессорные белки, в том числе рецеп-
тор-транспортирующие белки (receptor-transport-
ing proteins, RTP), белки, повышающие экспрес-
сию рецепторов (receptor expression-enhancing
proteins, REEP), белки, являющиеся компонента-
ми рецепторных комплексов (receptor-component
protein, RCP), а также специфичные для мелано-
кортиновых рецепторов дополнительные белки
(melanocortin receptor-accessory proteins, MRAP)
[249–251].

Рецептор-транспортирующие белки RTP1S и
RTP2, представляющие собой интегральные бел-
ки, имеющие значительный цитоплазматический
N-концевой домен, выполняют функции шаперо-
нов для одорантных рецепторов, играя важную
роль в регуляции их экспрессии и комплексообра-
зования, участвуют в интернализации их лиганд-
рецепторных комплексов [252, 253]. Белки RTP3 и
RTP4 вовлечены в модуляцию внутриклеточного
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GPCR-транспорта и функциональной активности
вкусового рецептора человека TAS2R [254], а RTP4
также опосредует повышение количества μ- и
δ-опиоидных рецепторов на поверхности мембра-
ны и усиление ответа клетки-мишени на агонисты
этих рецепторов [255]. Имеются основания
считать, что шаперон-подобная функция RTP осу-
ществляется вследствие их взаимодействия с мик-
родоменами липидных рафтов, поскольку наруше-
ние такого взаимодействия предотвращает образо-
вание функционально активного комплекса RTP с
GPCR [256].

Семейство белков REEP включает два подсе-
мейства, REEP1-REEP4 и REEP5-REEP6, пред-
ставители которых участвуют не только в регуля-
ции морфогенеза, ремоделировании эндоплазма-
тического ретикулума и в формировании
цитоскелета, но посредством образования ком-
плексов с GPCR, контролируют внутриклеточный
транспорт рецепторов, их экспрессию, посттранс-
ляционные модификации и функциональную ак-
тивность [257, 258]. REEP локализованы преиму-
щественно во внутриклеточных компартментах и
практически отсутствуют в плазматической мем-
бране. Вследствие этого отмечаемое в их присут-
ствии повышение плотности рецепторов на кле-
точной поверхности обусловлено способностью
REEP облегчать транслокацию GPCR из внутри-
клеточных депо к плазматической мембране. Тем
самым они функционируют как транспортные бел-
ки для рецепторов, которые в дальнейшем диссо-
циируют от рецепторного комплекса [257]. Взаи-
модействие REEP даже с близкородственными
GPCR сильно варьирует, поскольку они способны
образовывать комплексы и транспортировать α2C-
AR, контролируя процесс их гликозилирования,
но не влияют на внутриклеточный транспорт и по-
сттрансляционный процессинг α2A-AR. Проде-
монстрирована предпочтительность взаимодей-
ствия REEP с негликозилированными и слабо гли-
козилированными формами α2C-AR [257].

Семейство RCP представлено внутриклеточны-
ми примембранными белками, сравнительно не-
большими по размеру (в среднем около 148 АКО),
которые являются компонентами комплекса РНК-
полимеразы III и необходимы для функциониро-
вания GPCR класса B [259]. Продемонстрировано
участие RCP в контроле экспрессии CALCRL и его
сродства к лигандам ортостерического сайта, при-
чем этот белок влияет на активность рецептора
совместно с белками RAMP-семейства [260]. Ос-
новным сайтом для связывания с RCP является
ICL2, имеющая критическое значение для переда-
чи сигнала с лиганд-активированного рецептора
на G-белки и β-аррестины, как это показано для
комплекса CALCRL–RAMP1–RCP [261]. Измене-
ние конформации ICL2 рецептора вследствие его
взаимодействия с RCP является молекулярным ме-

ханизмом, контролирующим взаимное расположе-
ние ТМ3 и ТМ6, вовлеченных в формирование ор-
тостерического сайта.

Семейство белков MRAP включает MRAP1 и
имеющий с ним 40%-гомологию MRAP2, каждый
из которых пронизывает мембрану один раз и име-
ет по две сплайсинговых формы [262]. MRAP1 был
идентифицирован с помощью генетического скри-
нинга у пациентов с наследственной формой дефи-
цита глюкокортикоидных гормонов. Этот белок с
высокой интенсивностью экспрессируется в над-
почечниках, где усиливает экспрессию меланокор-
тинового рецептора 2 типа (MC2R) на поверхности
клеток и повышает его чувствительность к адрено-
кортикотропному гормону (ACTH) [263]. MRAP2
характеризуется высокой консервативностью у
различных представителей позвоночных живот-
ных и экспрессируется в мозге, надпочечниках и в
ряде других тканей [264]. Достаточно необычен тот
факт, что в гликозилированном состоянии MRAP
образуют антипараллельные гомодимеры, вслед-
ствие чего у этих белков, как с внешней, так и с
внутренней стороны мембраны располагаются и
N-концевой (от одного протомера), и С-концевой
(от другого протомера) участки [265]. В негликози-
лированном состоянии они образуют параллель-
ные гомодимеры, в которых оба N-концевых
участка с близкой вероятностью расположены ли-
бо во внеклеточном, либо в цитоплазматическом
пространстве.

Длительное время считали, что MRAP функци-
онально взаимодействуют почти исключительно с
MC2R [262], но в последние годы было показано,
что MRAP образуют комплексы и с другими типа-
ми меланокортиновых рецепторов MC3R и MC4R,
которые специфично связываются с пептидами
меланокортинового семейства – α-, β- и γ-мелано-
цитстимулирующими гормонами (α-, β- и γ-MSH)
[266]. Важно, что воздействие различных форм
MRAP, в том числе разных их сплайсинговых вари-
антов, на связывающие характеристики, трансло-
кацию и встраивание в мембрану меланокортино-
вых рецепторов сильно варьирует. Так MRAP1 в
значительной степени повышает число MC3R на
поверхности клетки, в то время как MRAP2a и
MRAP2b его снижают. В присутствии MRAP1 и
MRAP2a снижается эффективность ответа MC3R
на α-MSH и ACTH, в то время как в присутствии
MRAP2b ослабляется ответ только на α-MSH. В
случае MC4R число рецепторов повышается в
присутствии MRAP1 и MRAP2a, а сродство ре-
цептора к α-MSH и ACTH повышается в присут-
ствии всех трех MRAP. При этом MRAP2a повы-
шает реализуемый через MC4R стимулирующий
активность АЦ эффект ACTH, в то время как
MRAP2b снижает соответствующий эффект как
ACTH, так и α-MSH. Тем самым MRAP, в зависи-
мости от изоформы, а также типа рецептора и ор-
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тостерического агониста, реализуют широкий
спектр аллостерических влияний на аффинность
связывания лиганда с ортостерическим сайтом и
на величину гормонального ответа, в первую оче-
редь, на активацию цАМФ-зависимых сигнальных
путей [266].

7.4. Простые ионы

Универсальными аллостерическими модулято-
рами GPCR являются некоторые простые ионы, в
первую очередь катионы натрия, цинка, магния,
кальция и марганца и анионы хлора. При этом од-
нозарядные ионы натрия снижают связывание ре-
цепторов с агонистами, стабилизируя их неактив-
ное состояние, и при этом потенцируют связыва-
ние рецепторов с антагонистами. Двухзарядные
ионы кальция и магния, как правило, действуют
противоположным образом, стабилизируя актив-
ные конформации GPCR и повышая их ответ на
стимуляцию ортостерическими агонистами [267–
269]. В то же время эффекты ионов цинка на актив-
ность рецепторов являются разнонаправленными,
и характер их аллостерических влияний в значи-
тельной степени зависит от концентрации ионов
Zn2+, типа рецептора, а также химической природы
и связывающих характеристик ортостерического
лиганда [270–272].

Ионы натрия

Еще в 1970–1980-е годы было обнаружено, что
ионы натрия могут негативно влиять на связыва-
ние опиоидных рецепторов с агонистами [273],
усиливать их связывание с антагонистами [274], а
также влиять на паттерн конформационных состо-
яний этих рецепторов [275]. В то же время молеку-
лярные механизмы этого оставались невыяснен-
ными, а эффекты ионов Na+ рассматривались как
специфичные только для опиоидных рецепторов.
На рубеже 1980-1990-х годов были получены дан-
ные о влиянии ионов Na+ на связывающие харак-
теристики и функциональный ответ на действие
агонистов для ряда других GPCR, что свидетель-
ствует о присущих этому иону свойствах аллосте-
рического модулятора [276–279]. При изучении
D2-дофаминового рецептора было установлено,
что в присутствии ионов Na+ аффинность рецепто-
ра к селективному D2-агонисту квинпиролу снижа-
ется, в то время как его сродство к неселективному
D2/D3-антагонисту эпидеприду повышается [278].
Это свидетельствует о стабилизации в присутствии
ионов натрия неактивной конформации рецепто-
ра. Были обнаружены потенциальные мишени для
связывания ионов Na+ – боковые карбоксилаты
высококонсервативных остатков аспарагиновой
кислоты, локализованных внутри трансмембран-
ного домена, что указывало на расположение

Na+-связывающего аллостерического сайта в
трансмембранном тоннеле, вблизи локализован-
ного там в большинстве GPCR класса А ортостери-
ческого сайта. Замены остатка Asp79 в α2-AR и двух
остатков Asp71 и Asp122 в mACh1R, расположенных
примерно в середине трансмембранного тоннеля и
способных связывать моновалентные катионы, на
аспарагин, лишенный такой способности, повы-
шали аффинность этих рецепторов к агонистам и
предотвращали негативное влияние на них ионов
натрия [276, 277].

В дальнейшем исследования по локализации и
конфигурации Na+-связывающих сайтов в GPCR
были продолжены [268, 269, 280–282]. Было пока-
зано, что ключевую роль в формировании таких
сайтов, наряду с остатком аспарагиновой кислоты,
локализованным в ТМ2 (позиция 2.50), играют и
ряд других, пространственно сближенных с ним
АКО, также высококонсервативных в структуре
большинства GPCR класса A [268, 280]. В A2A-аде-
нозиновом рецепторе, наряду с остатком Asp52(2.50),
ответственным за связывание иона Na+, в форми-
ровании Na+-связывающего сайта принимают уча-
стие остатки Ser91(3.39), Trp246(6.48), Asn280(7.45) и
Asn284(7.49) [268, 281]. Замены остатков Asp52 и Asn284

на аланин полностью предотвращают негативный
модулирующий эффект ионов Na+ на агонист-ин-
дуцированную активацию рецептора, в то время
как замены остатков Ser91, Trp246 и Asn280 лишь ча-
стично его ослабляют [268]. При этом рецептор с
заменами остатков Ser91 и Asn280 характеризуется
повышенной базальной активностью, что является
следствием подавления негативного модулирую-
щего влияния ионов Na+ на устойчивость его ак-
тивных конформаций [281]. Несмотря на то что
Asp52(2.50) локализован вне ортостерического сайта,
он существенно влияет на его доступность для аго-
нистов, а также контролирует перемещение агони-
стов в этот сайт и подходящее для активации ре-
цептора расположение молекул агонистов в нем
[268, 281].

Структурное изучение Na+-связывающего сайта
в трансмембранном тоннеле δ-опиоидного рецеп-
тора показало, что имеются две координационные
оболочки, с которыми взаимодействует ион на-
трия, будучи прочно связанным солевым мостиком
с отрицательно заряженным карбоксилатом
Asp(2.50). Первую оболочку формируют пять атомов
кислорода, три из которых относятся к боковым
цепям Asp95(2.50), Ser135(3.39) и Asn131(3.35), а два других
атома кислорода к молекулам воды. Вторую коор-
динационную оболочку формируют боковые цепи
еще трех АКО, Trp274(6.48), Asn310(7.45) и Asn314(7.49), и
еще две молекулы воды, которые осуществляют
контакт с первой оболочкой [283–285]. Все эти
остатки являются высококонсервативными среди
GPCR класса А и у представителей некоторых дру-
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гих классов GPCR, что указывает на раннее проис-
хождение в эволюции Na+-опосредуемого меха-
низма аллостерической регуляции GPCR. В част-
ности, они включены в высококонсервативные
мотивы F(6.44)XXW(6.48)XP в ТМ6 и N(7.49)PXXY(7.53) в
ТМ7, определяющие активацию GPCR и передачу
гормонального сигнала к G-белкам и β-аррести-
нам [268, 280, 283]. При изучении D2-дофаминово-
го рецептора показано, что, как и в случае δ-опио-
идного рецептора, ионы натрия опосредованно
взаимодействуют с остатком Trp(6.48), который
функционирует как переключатель вращения ТМs
при переходе от неактивной к активной конформа-
ции, и это позволяет стабилизировать неактивную
конформацию рецептора в Na+-связанном состоя-
нии [286].

При исследовании 3D-структур β1-AR [287],
A2A-аденозинового рецептора [288], PAR1 [289] и δ-
опиоидного рецептора [283] было установлено, что
в Na+-связанном состоянии стабилизируется неак-
тивное состояние рецептора, в то время как при
потере ионов натрия, в том числе в результате свя-
зывания GPCR с ортостерическим агонистом,
происходит его переход в активное состояние. Тем
самым ионы Na+ выполняют функцию сохранения
GPCR в неактивной конформации в отсутствие
гормональной стимуляции [280].

В пользу этой гипотезы свидетельствуют данные
исследования Libin Ye и соавторов, в котором было
изучено аллостерическое влияние ионов Na+ на
различные конформеры A2A-аденозинового рецеп-
тора и установлено, что в диапазоне относительно
низких концентраций ионы Na+ стабилизируют
неактивные конформации S-1 и S-2 и повышают
долю переходной активной конформации S-3
[269]. Повышение доли конформаций S-1, S-2 и
S-3 происходит вследствие снижения стабильно-
сти полностью активной конформации S-3*. Важ-
но, что при повышении концентрации ионов Na+

доля конформации S-3 повышается, и это может
указывать на наличие в молекуле рецептора второ-
го сайта для связывания Na+ с более низким срод-
ством к этому иону. Среднее время пребывания
ионов Na+ в апо-форме A2A-аденозинового рецеп-
тора составляет всего 480 миллисекунд. Процесс их
выхода из сайта связывания с рецептором является
непростым и не до конца понятым процессом. По-
теря ионов натрия индуцирует возмущение распо-
ложенных по соседству с ним молекул воды, обра-
зующих высокоупорядоченную систему внутри
трансмембранного тоннеля, в результате чего кон-
формационные изменения охватывают не только
центральную часть трансмембранного тоннеля, но
и преддверие внеклеточного входа в него. После
высвобождения ионов Na+ из аллостерического
сайта их стабилизирующий эффект на неактивные
и промежуточную активную конформации рецеп-

тора исчезает, что приводит к повышению доли ак-
тивной конформации S-3* и эффективному связы-
ванию ортостерического агониста [269]. Таким об-
разом, для успешной активации рецептора
ортостерический агонист, воспользовавшись
очень узким энергетическим окном, возникающим
после диссоциации ионов Na+ из связывающего
его сайта, должен успеть достичь ортостерического
сайта и прочно связаться с ним.

После того, как агонист связался с ортостериче-
ским сайтом, доступ иона натрия к Na+-связываю-
щему сайту прекращается. В противоположность
полному ортостерическому агонисту, инверсион-
ный агонист стабилизирует Na+-связанное состоя-
ние A2A-аденозинового рецептора до 630 миллисе-
кунд, что сокращает время существования рецеп-
тора в свободном от ионов натрия состоянии и
снижает вероятность его активации полным или
частичным агонистом [269]. В полном соответ-
ствии с этим находятся результаты, полученные с
использованием масс-спектрометрии, по изуче-
нию конформационных состояний GPCR в среде с
высоким содержанием ионов натрия. Показано,
что агонисты существенно снижают связывание
ионов Na+ с трансмембранным Na+-связывающим
сайтом, в то время как антагонисты способствуют
такому связыванию [290]. Имеются данные о том,
что агонист способствует выталкиванию ионов на-
трия из трансмембранного тоннеля не во внекле-
точное пространство, как описывает большинство
моделей, а в цитоплазматическое пространство,
чему способствует изменение протонирования
внутренней полости трансмембранного тоннеля
[291], и это хорошо соответствует модели “ионного
тоннеля” для GPCR, предложенной еще в 1998 г.
Zhorov и Ananthanarayanan [292, 293]. Расчеты
показывают, что процесс передвижения ионов
натрия в цитозоль характеризуется низкими энер-
гетическими барьерами и может управляться
физиологическими значениями мембранных по-
тенциалов. Если исходить из такой модели, то
транспорт ионов Na+ из внеклеточного в цитоплаз-
матическое пространство через трансмембранный
тоннель GPCR является одним из ключевых эта-
пов активации рецептора и обеспечивает устойчи-
вость активных его конформаций в процессе сиг-
нальной трансдукции [291].

С использованием методологии молекулярной
динамики, на примере 5HT2B-серотонинового ре-
цептора установлено, что ионы натрия транспорти-
руются в Na+-связывающий сайт вдоль ТМ3, ТМ6 и
ТМ7, после чего образуют сильные водородные свя-
зи с остатком Asp(2.50) [294]. Дистанция между
карбоксилат-анионом и ионом Na+ составляет в
среднем 2.4 ангстрема, и колеблется в сравнительно
узком диапазоне от 2 до 4 ангстрем, что предполага-
ет высокую вероятность обнаружения ионов натрия
на этом расстоянии от карбоксилата [294].
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Следует, однако, отметить, что в 2020 г. появи-
лись данные о том, что наряду с “классической”
локализацией Na+-связывающего сайта в цен-
тральной части трансмембранного домена, еще
один, дополнительный Na+-связывающий сайт,
может быть локализован во внеклеточном преддве-
рии трансмембранного тоннеля, причем его функ-
ции существенно отличаются от таковых транс-
мембранного сайта [295]. Открытие второго сайта,
расположенного в интерфейсе между ECL2 и со-
седними с ним ТМ4 и ТМ5, опиралось на результа-
ты изучения 3D-структуры комплекса D2-дофами-
нового рецептора и агониста MLS1547 с помощью
молекулярного докинга. Связанный с этим сайтом
ион Na+ осуществлял координацию взаимодей-
ствия между имидазольным кольцом остатка
His393(6.55) и отрицательно заряженной группой аго-
ниста MLS1547, причем это взаимодействие осу-
ществлялось с участием двух молекул воды [295].

В настоящее время роль ионов Na+, как аллосте-
рических модуляторов, продемонстрирована для
большого числа GPCR, включая рецепторы био-
генных аминов, нуклеотидов, пептидных гормонов
и липидов [269, 280, 282, 285, 288, 296, 297]. C уче-
том структурного анализа трансмембранных доме-
нов, можно с высокой вероятностью предполагать,
что все GPCR наиболее обширного класса А регу-
лируются ионами натрия, выполняющими функ-
ции NAM, в то время как в отношении других клас-
сов GPCR наличие Na+-связывающих сайтов по-
казано лишь в некоторых случаях. Только в
последние годы способность ионов натрия функ-
ционировать как NAM была продемонстрирована
и детально изучена для различных типов дофами-
новых рецепторов (D2, D3 и D4) [298, 299], 5-HT1A-
серотонинового рецептора [300], mACh2R [301],
δ- и μ-опиоидных рецепторов [285, 299], гистами-
нового рецептора 1-го типа [302], окситоцинового
рецептора [303], V2-вазопрессинового рецептора
[304], грелинового рецептора [305], хемокинового
рецептора CXCR4 [306], ETB-эндотелинового ре-
цептора [307], рецептора лейкотриена B4 (leukot-
riene B4 receptor BLT1) [308], сопряженного с G-бел-
ками цистеиниллейкотриенового рецептора 1-го
типа (G protein-coupled cysteinyl leukotriene receptor,
CysLT1R) [309]. Исключительно важно, что обна-
руженные эффекты ионов натрия реализуются при
физиологических или близких к ним концентраци-
ях, что свидетельствует об участии ионов Na+ в регу-
ляции GPCR-сигналинга не в модельных (in vitro),
а в реальных живых системах.

С учетом активности ионов Na+, как аллостери-
ческого регулятора GPCR, в экспериментах по
оценке активности GPCR необходимо строго кон-
тролировать концентрацию ионов натрия во
внешней среде, включая наличие в ней Na+-со-
держащих буферов и хелаторов, чтобы стандарти-

зировать условия измерения и не искажать связы-
вающие характеристики рецептора по отноше-
нию к агонистам и антагонистам. Следует
отметить, что до настоящего времени отсутствуют
надежные свидетельства того, что ионы калия мо-
гут аллостерически влиять на GPCR, в связи с чем
K+-содержащие буферы относительно нейтральны
по отношению к GPCR-сигнальным путям [267].
Хотя нельзя исключить того факта, что, замещая
ионы натрия в среде инкубации, они могут опосре-
дованно влиять на сигнальную трансдукцию, спо-
собствуя созданию Na+-дефицитных условий.

Ионы цинка

Ионы Zn2+ являются регуляторами более
300 ферментов и более тысячи транскрипционных
факторов и зависимых от них физиологических
процессов [310, 311]. Современные данные указы-
вают на то, что это может быть обусловлено не
только непосредственным влиянием ионов цинка
на биологическую активность этих белков, но и
присущими им свойствами аллостерических регу-
ляторов GPCR. Еще в 1980–1990-годах было пока-
зано, что ионы цинка являются негативными регу-
ляторами агонист-стимулированной активности
μ-, κ- и δ-опиоидных рецепторов [312–314]. В даль-
нейшем было установлено, что ионы Zn2+ избира-
тельно ингибируют связывание лигандов ортосте-
рического сайта с D1-, D2- и D4-дофаминовыми ре-
цепторами, что было обусловлено повышением
значения Kd для связывания этих лигандов, причем
эффект ионов цинка был дозо-зависимым и пол-
ностью блокировался в присутствии хелатора двух-
валентных катионов ЭДТА [315–317].

Показано влияние ионов цинка на активность
различных типов адренергических рецепторов
[318–320]. Так, установлено, что ионы Zn2+, как и
близкие им по некоторым физико-химическим ха-
рактеристикам ионы Cu2+, подавляют связывание
антагониста празозина с α1A-AR, снижая доступ-
ность для него ортостерического сайта [320]. В то
же время в экспериментах по оценке специфично-
го связывания α1A-AR с агонистами было проде-
монстрировано, что ионы Zn2+, в отличие от ионов
меди, сдвигают влево концентрационную кривую
связывания с рецептором агониста адреналина.
Между тем, в экспериментах на клеточных культу-
рах было показано, что как ионы цинка, так и ионы
меди, сходным образом снижают эффективность
ответа α1A-AR на адреналин. На основании этого
авторы делают заключение, что эффекты ионов
цинка на функционирование предстательной же-
лезы, являющейся одной из мишеней агонистов
α1A-AR, регулирующих ее тонус, во многом обу-
словлены модулирующим воздействием ионов
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Zn2+ на α1A-AR и зависимые от него сигнальные
каскады [320].

В отношении β2-AR показано, что ионы цинка
являются PAM для связывания с рецептором β-аго-
ниста изопротеренола, существенно повышая его
аффинность к β2-AR, и также потенцируют стиму-
лирующий эффект изопротеренола на активность
АЦ и цАМФ-зависимые сигнальные каскады [318].
Для идентификации Zn2+-связывающего аллосте-
рического сайта в β2-AR была применена стратегия
сайт-направленного мутагенеза, предусматриваю-
щая замены остатков гистидина, которые являются
основными мишенями для ионов цинка. В резуль-
тате было установлено, что замены His269, а также
расположенных вблизи него остатков Cys265 и
Glu225 на аланины приводили к полному блокиро-
ванию (His269) или значительному снижению
(Cys265, Glu225) позитивного аллостерического вли-
яния ионов Zn2+ на активность β2-AR [319]. Все эти
остатки локализованы в цитоплазматических про-
должениях ТМ5 и ТМ6. Тем самым Zn2+-связыва-
ющий сайт в β2-AR расположен в области внутри-
клеточного вестибюля трансмембранного тоннеля.
Этот сайт предопределяет взаимное расположение
ТМ5 и ТМ6, которые вовлечены в формирование
ортостерического сайта, контролирует его доступ-
ность для агониста и играет ключевую роль во вза-
имодействии рецептора с G-белками и β-аррести-
нами [319]. Недавно было показано, что усиление
притока ионов цинка в кардиомиоциты, обуслов-
ленное активацией каналов TRPC6, приводит к
повышению активности β2-AR и усилению про-
дукции цАМФ, что также может быть обусловлено
активностью ионов цинка, как PAM для β2-AR.
Мутации в гене TRPC6, нарушающие приток
ионов цинка в кардиомиоциты, полностью блоки-
руют потенцирующий эффект этих ионов, способ-
ствуют снижению β2-AR-опосредуемого положи-
тельного инотропного ответа и способствуют раз-
витию хронической сердечной недостаточности
[321].

Достаточно интригующими оказались результа-
ты изучения аллостерических эффектов ионов
цинка на меланокортиновые рецепторы, в первую
очередь, на MC4R [271, 322, 323]. Исследование
влияния ионов цинка, а также ионов меди на свя-
зывающие характеристики MC4R показало, что оба
этих иона выступают в качестве NAM [322–324], в
то время как в отношении их влияния на базальную
и стимулированную агонистами активность рецеп-
тора данные оказались противоречивыми. Так,
Holst и соавт. показали, что ионы Zn2+ сами спо-
собны повышать активность MC4R и одновремен-
но с этим потенцировать стимулирующие эффекты
MC4R-селективных агонистов на активность АЦ,
функционируя, тем самым, как аго-PAM, причем в
присутствии хелаторов стимулирующие эффекты

ионов цинка утрачиваются [322, 324]. В то же время
Lagerström и соавт. обнаружили, что ионы цинка
сами характеризуются агонистической активно-
стью, но при этом подавляют стимулирующие
эффекты MC4R-селективных агонистов, функцио-
нируя, в соответствии с приведенной нами совре-
менной классификацией, как аго-NAM [323].
Предпринятое в 2020 г. Link и соавт. более деталь-
ное исследование эффектов ионов цинка на MC4R
подтвердило их свойства, как NAM для связывания
MC4R-селективных агонистов, причем для этого
необходимо было присутствие ионов кальция, ко-
торые сами являются PAM для такого связывания
[271]. При этом ионы Zn2+ в низких, микромоляр-
ных концентрациях, которые были сопоставимы с
их физиологическими концентрациями, проявля-
ли агонистическую активность по отношению к
MC4R, но при этом, в зависимости от степени кон-
ституитивной активности рецептора, индуциро-
ванной Zn2+, отмечалось потенцирование или, на-
против, ослабление стимулирующих эффектов
ионов цинка. Другими словами, в отношении эф-
фективности стимуляции MC4R ионы цинка могли
вести себя и как аго-PAM, и как аго-NAM [271].
Интересно отметить, что ионы меди функциони-
ровали как NAM для связывания MC4R-селектив-
ных агонистов, и при этом снижали базальную и
агонист-стимулированную активность MC4R,
функционируя как инверсионные агонисты и
NAM [271]. Все это указывает на порой весьма
сложный профиль фармакологической активности
ионов цинка даже в отношении одних и тех же ти-
пов GPCR.

Если для β2-AR Zn2+-связывающий сайт был
идентифицирован вблизи цитоплазматического
входа в трансмембранный тоннель, то в меланокор-
тиновых рецепторах он предположительно локали-
зован во внеклеточном его вестибюле [322, 323].
Так, в MC1R этот сайт включает остаток Cys271 в
ECL3 и остаток Asp119 во внеклеточном сегменте
ТМ3, и эти остатки высококонсервативны во всех
типах меланокортиновых рецепторов [322]. В
MC4R Zn2+-связывающий сайт более утоплен в
трансмембранный тоннель, располагаясь между
внеклеточно ориентированными окончаниями
ТМ2 и ТМ3, играющими важную роль в формиро-
вании ортостерического сайта, который в MC4R
имеет сложную конфигурацию и включает элемен-
ты внеклеточного вестибюля рецептора [323].
Предпочтительная внеклеточная локализация
(между проксимальным к мембране сегментом
ECL1 и внеклеточно ориентированным окончани-
ем ТМ7) Zn2+-связывающего сайта была показана
и для молекулы бычьего родопсина, модельной
структуры для различных GPCR, включая MC4R
[325].
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Сложный фармакологический профиль для
ионов цинка был продемонстрирован и в случае
5-HT1A- и 5-HT7-серотониновых рецепторов [270,
326, 327]. При изучении влияния ионов цинка на
5-HT1A-серотониновые рецепторы был обнаружен
бифазный эффект, который включал аллостериче-
ское потенцирование связывания агониста при
субмикромолярных концентрациях Zn2+ (10 мкМ)
и ингибирование связывания агониста при суб-
миллимолярных концентрациях этого иона
(500 мкМ) [270]. В условиях in vivo ионы цинка
сами не вызывали эффектов, характерных для се-
лективных 5-HT1A-агонистов, за исключением
гипотермического эффекта, но при этом влияли
на эффекты 8-OH-DPAT, агониста 5-HT1A-серото-
ниновых рецепторов, причем разнонаправленно.
Вызываемое ионами цинка снижение температуры
тела у грызунов полностью блокировалось в случае
нокаута гена, кодирующего 5-HT1A-серотонино-
вый рецептор, что указывает на непосредственное
его участие в этом эффекте ионов Zn2+. Важно, что
эти ионы действовали как на пресинаптические,
так и на постсинаптические рецепторы, но их эф-
фекты на пресинаптические 5-HT1A-серотонино-
вые рецепторы были существенно более выражен-
ными [270]. При действии на 5-HT7-серотонино-
вый рецептор ионы цинка демонстрировали
свойства нейтрального антагониста при низких
концентрациях (10 мкМ) и свойства мощного
NAM и инверсионного агониста при высоких кон-
центрациях (500 мкМ) [327]. В пользу ингибирую-
щего влияния ионов цинка свидетельствуют следу-
ющие данные. В концентрации 500 мкМ ионы Zn2+

подавляли специфическое связывание с рецепто-
ром его агониста 5-карбоксиамидотриптамина и
антагонистов SB-269970 и месулергина, а также
снижали их сродство к рецептору, на что указывает
повышение значений Kd, в наибольшей степени
для 5-карбоксиамидотриптамина и месулергина
[327].

Нейропептид галанин специфически связыва-
ется с тремя типами рецепторов, такими как
GALR1, GALR2 и GALR3, два из которых сопряже-
ны с Gi/o-белками (GALR1, GALR3), в то время как
рецептор 2-го типа – с Gs-белком. Ионы цинка
очень избирательно влияют на их активность, что
во многом предопределяет селективность актива-
ции галанином внутриклеточных каскадов и опо-
средует физиологический ответ, который для гала-
нина охватывает широкий спектр регуляторных
эффектов на энергетический обмен, нейропатиче-
скую боль, сон, эпилептическую активность [272,
328]. Так, показано, что ионы Zn2+ ингибируют
стимулированную галанином активность GALR1, в
основе чего лежит снижение подвижности ТМ6 в
присутствии ионов цинка [272]. При этом они не
влияют на стимуляцию галанином GALR2, отлича-
ющегося по своей функциональной активности от

GALR1, поскольку этот рецептор не ингибирует, а
стимулирует активность АЦ и цАМФ-зависимых
сигнальных каскадов [272]. Ингибирующий эф-
фект ионов цинка был продемонстрирован в пост-
синаптических глутаматергических и GABA-ерги-
ческих нейронах, в связи с чем интересен тот факт,
что ионы цинка, высвобождаемые в синаптиче-
скую щель, ингибируют также ионотропные глута-
матные рецепторы AMPA- и NMDA-типов [329,
330]. Важно отметить, что чувствительный к ионам
цинка рецептор GPR39, вовлеченный в контроль
синаптической пластичности [331], также вовлечен
в регуляцию передачи сигналов через ионотропные
глутаматные и GABAA-рецепторы, и роль ионов цин-
ка в этом случае может быть определяющей [332].

Еще 10 лет назад было установлено, что ионы
Zn2+ регулируют активность рецептора GPR83
[333], который обладает уникальными свойствами,
поскольку его эндогенными агонистами являют-
ся представители двух различных семейств пеп-
тидов – нейропептида PEN и холецистокинина,
причем в зависимости от паттерна изоформ этих
пептидов активируются как Gi/o-, так и Gs-сопря-
женные сигнальные каскады [334]. Установлено,
что ионы цинка, взаимодействуя с остатками
His145, His204, Cys207 и Glu217, локализованными в
ECL2 и ECL3, формирующими внеклеточный
вход в трансмембранный тоннель, и меняя по-
движность ТМ6 и ТМ7, усиливают активацию ре-
цептора агонистами, повышая стабильность ак-
тивной конформации GPR83 [333]. Сходный эф-
фект оказывает и близкий иону цинка по своим
физико-химическим свойствам ион марганца.
Мутации в сегментах, ответственных за связыва-
ние ионов цинка, существенно влияют как на ба-
зовую, так и на агонист-стимулированную актив-
ность GPR83 [333].

Все вышесказанное свидетельствует о том, что
ионы цинка могут функционировать как аллосте-
рические модуляторы различных типов GPCR,
проявляя как положительный, так и отрицатель-
ный эффекты в отношении аффинности связыва-
ния и функциональной активности ортостериче-
ских агонистов, и эти эффекты могут зависеть от
уровня конституитивной активности рецептора.
Кроме того, ионы цинка действуют селективно на
определенные подтипы рецепторов, что определя-
ется структурными особенностями связывающего
их аллостерического сайта, а также могут быть свя-
зующим звеном между регуляторными свойствами
метаботропных и ионотропных рецепторов, как
это показано в отношении ионотропных глутамат-
ных и GABAA-рецепторов, с одной стороны, и ре-
цептором галанина 1-го типа и GPR39, с другой.
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Ионы магния

Катионы магния являются регуляторами мно-
жества ферментов и сигнальных белков. Они явля-
ются важнейшими кофакторами, необходимыми
для функционирования G-белков, взаимодействуя
с сайтом их Gα-субъединиц, ответственным за свя-
зывание и обмен гуаниновых нуклеотидов, а также
вовлечены в регуляцию ГТФазной активности,
позволяющей Gα-субъединице переходить в ГДФ-
связанное состояние и реассоциировать с Gβγ-ди-
мером [335]. При снижении концентрации ионов
магния существенно ниже ее физиологических
значений, в том числе вследствие добавления в ин-
кубационную смесь хелаторов, активность G-бел-
ков и сопряженных с ними сигнальных каскадов в
значительной степени снижается. Эти ионы совер-
шенно необходимы для большого числа внутри-
клеточных эффекторов, мишеней GPCR-сигна-
линга, в том числе для специфической активности
мембранно-связанных изоформ АЦ, активируе-
мой через посредство Gs-белков и генерирующей
универсальный вторичный посредник цАМФ
[336]. Это может быть обусловлено как необходи-
мостью ионов Mg2+ для сохранения надлежащего
уровня активности компонентов GPCR-сигналин-
га, так и интенсивно изучаемыми в последние годы
аллостерическими свойствами этого иона в отно-
шении GPCR.

В настоящее время имеются свидетельства того,
что ионы Mg2+ могут аллостерически регулировать
мускариновые ацетилхолиновые, β-адренергиче-
ские, опиоидные и дофаминовые рецепторы [269,
314, 336–341]. Первые сведения о способности
ионов магния модулировать активность GPCR бы-
ли получены почти полвека назад в отношении μ-
опиоидных рецепторов [337], и этот факт в даль-
нейшем был подробно исследован [314, 341]. Было
установлено, что ионы магния стабилизируют ак-
тивную конформацию рецептора, в то время как
ионы натрия оказывают противоположный эф-
фект, стабилизируя неактивную его конформа-
цию [314]. Тем самым ионы магния функциониру-
ют как PAM, в то время как ионы натрия для
μ-опиоидного рецептора являются NAM. В 2020 г.
Hu и соавт. идентифицировали в μ-опиоидном
рецепторе сайт, ответственный за связывание
ионов Mg2+, который включал отрицательно заря-
женные остатки Asp216 и Glu310, локализованные
соответственно в ECL2 и ECL3 [341]. Эти остатки
обеспечивают закрытие и открытие внешнего
входа в ортостерический сайт и потому их кон-
формационная подвижность непосредственно
влияет на аффинность рецептора к ортостериче-
скому агонисту. Сайт, связывающий ионы на-
трия, находится в глубине трансмембранного тон-
неля, традиционно включая высококонсерватив-
ный остаток Asp(2.50), и не пересекается с сайтом
связывания ионов Mg2+. В то же время продемон-

стрирована отрицательная кооперативность между
связыванием ионов Mg2+ и Na+, поскольку в при-
сутствии ионов натрия связывание ионов магния
ослабляется, и наоборот [341].

Сходные аллостерические влияния ионов маг-
ния и натрия продемонстрированы и для A2A-аде-
нозинового рецептора, хотя механизмы и локали-
зация Mg2+-связывающего аллостерического сайта
в этом случае немного отличаются [269]. Показано,
что ионы Mg2+, как и ионы Ca2+, увеличивают долю
конформеров, соответствующих активированному
состоянию A2A-аденозинового рецептора, индуци-
рованному как его обработкой 5'-N-этилкарбокса-
мид-аденозином (NECA), смешанным агонистом
A1- и A2-аденозиновых рецепторов, так и добавле-
нием С-концевого пептидного фрагмента Gαs-
субъединицы, который влияет на функциональное
сопряжение рецептора с Gs-белками. Данные мо-
лекулярного докинга показывают, что оба иона,
Mg2+ и Ca2+, способны проникать в трансмембран-
ный тоннель и связываются там с сайтом, располо-
женным вблизи Na+-связывающего сайта, препят-
ствуя негативному эффекту ионов Na+ на связыва-
ющие характеристики рецептора. Показано также,
что ионы Mg2+ и Ca2+ взаимодействуют с отрица-
тельно заряженной карбоксильной группой остат-
ка Glu228(6.30), который является ключевым звеном в
“ионном замке”, предотвращающим возвращение
рецептора в неактивную конформацию [269].

Основными кандидатами для первичного взаи-
модействия с ионами Mg2+ и Ca2+ являются остат-
ки Glu151, Glu161, Glu169 и Asp170, локализованные в
ECL2 A2A-аденозинового рецептора, во внеклеточ-
но ориентированном вестибюле трансмембранно-
го тоннеля [342]. Такое взаимодействие, согласно
результатам молекулярного моделирования, сужи-
вая вход в трансмембранный тоннель, повышает
доступность цитоплазматических G-белок-связы-
вающих сайтов для образования функционально
активного комплекса с G-белком. С другой сторо-
ны, такое суживание входа в тоннель может затруд-
нить проникновение агониста к ортостерическому
сайту. Важно и то, что ион Fe2+ не оказывает потен-
цирующего эффекта на агонист-индуцированную
активацию A2A-аденозинового рецептора, что мо-
жет указывать на необходимость очень тонкой под-
гонки двухзарядного катиона к связывающему его
сайту [269]. Остается открытым вопрос, оказывают
ли двухзарядные катионы свой эффект на рецептор
еще до его активации агонистом, или этот эффект
реализуются уже после того, как рецептор перешел
в активную форму.

Достаточно подробно изучено влияние ионов
Mg2+ на активность mACh2R, причем и в этом слу-
чае они проявляют свойства PAM [339, 340]. Пока-
зано, что в основе потенцирующего влияния Mg2+
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на активность mACh2R лежит его способность
замедлять диссоциацию агониста из ортостериче-
ского сайта рецептора и, тем самым, существенно
повышать устойчивость его активированной аго-
нистом конформации. На это указывает значи-
тельный сдвиг вправо кривых конкурентного вы-
теснения N-метилскополамина, ортостерического
селективного лиганда mACh2R, в присутствии
ионов магния, взятых в концентрации 3 мМ и вы-
ше [339].

Ионы кальция

Ионы Ca2+ являются одними из важнейших вто-
ричных посредников, регулируя активность боль-
шого числа кальций-зависимых эффекторных бел-
ков, а также контролируют функциональную ак-
тивность множества транскрипционных факторов,
мишеней гормонов, действующих через посред-
ство GPCR. Тем не менее большое значение в кон-
троле сигнальной трансдукции также отводят ал-
лостерическому влиянию ионов кальция на связы-
вающие характеристики и степень активации
GPCR. Выше отмечалось, что ионы кальция, наря-
ду с ионами магния, могут функционировать, как
PAM, при регуляции активности MC4R и A2A-аде-
нозинового рецептора [269, 271]. В то же время
спектр GPCR, которые аллостерически регулиру-
ются ионами кальция, существенно шире, хотя
идентификация аллостерических эффектов ионов
Ca2+ во многих случаях затруднена из-за проблем с
их надежным дифференцированием от других эф-
фектов этого иона.

Ионы кальция, а также близкие им по физико-
химическим характеристикам ионы марганца по-
вышают эффективность связывания агониста μ-
опиоидного рецептора, [d-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-
ол]-энкефалина, с гомогенатами мозга морской
свинки [314], а также усиливают высокоаффинное
связывание гидроксибензилизопротеренола, аго-
ниста β-AR, с адренергическими рецепторами
эритроцитарных мембран лягушки [336]. Повыше-
ние концентрации ионов кальция во внеклеточной
среде аллостерически влияет на связывание орто-
стерических и аллостерических лигандов с метабо-
тропным глутаматным рецептором 1α-подтипа
(mGluR1α) и на величину стимулирующего эф-
фекта mGluR1-агонистов [343]. Внеклеточный
Ca2+ усиливает стимулирующий эффект ортосте-
рического mGluR1α-агониста L-квисквалата на
стимуляцию инозитол-специфичной PLСβ и внут-
риклеточный кальциевый сигналинг, и при этом
снижает ингибирующие эффекты ортостерическо-
го mGluR1α-антагониста (S)-α-метил-4-карбок-
сифенилглицина на агонист-стимулированную ак-
тивность mGluR1α. Идентифицированы АКО, ло-
кализованные в области внеклеточного вестибюля,
ведущего в трансмембранный тоннель mGluR1α,

которые формируют Ca2+-связывающий сайт и од-
новременно с этим участвуют в первичном опозна-
вании ортостерических и аллостерических агони-
стов, мишенями которых являются связывающие
карманы внутри трансмембранного тоннеля ре-
цептора. Замены этих остатков приводят не только
к нарушению аллостерического влияния ионов
кальция на мутантный рецептор, но и вызывают
изменение ответа mGluR1α как на ортостериче-
ский агонист L-квисквалат, так и на соединение
Ro 67-4853 со свойствами PAM [343]. Полученные
данные свидетельствуют о том, что внеклеточные
ионы кальция способны аллостерически положи-
тельно модулировать выход ионов кальция из внут-
риклеточных депо через посредство активации си-
стемы mGluR1–Gq/11-белок–PLСβ [344].

Установлена важная роль ионов кальция в по-
зитивной аллостерической регуляции меланокор-
тиновых рецепторов MC1R и MC4R [345–347].
Ионы кальция, как и ионы магния, усиливали
связывание полных и частичных агонистов с
MC1R в клетках меланомы мыши линии B16F10
[345]. В дальнейшем была установлена локализа-
ция Ca2+-связывающего сайта в MC1R, для чего с
помощью криоэлектронной микроскопии иссле-
довали структуру комплекса MC1R–Gs-белок с
различными агонистами – эндогенным MCR-аго-
нистом α-MSH, синтетическими MCR-агониста-
ми афамеланотидом (afamelanotide) и SHU9119. В
результате был выявлен уникальный и консерва-
тивный Ca2+-связывающий сайт, включающий
Glu(2.64), Asp(3.25) и Asp(3.29) в MC1R, с которым взаи-
модействовали боковые функциональные группы
α-MSH или его синтетических аналогов [347]. На-
личие ионов Ca2+ препятствует образованию кано-
нической дисульфидной связи между TM3 и ECL2,
которая играет важную роль в доступности и аф-
финности ортостерического сайта в большом чис-
ле GPCR класса A. Снижение концентрации ионов
кальция во внеклеточной среде или разрушение
структуры Ca2+-связывающего сайта ослабляет
агонист-стимулированную активность рецептора и
ингибирует вызываемое MC1R-агонистами повы-
шение уровня цАМФ внутри клетки-мишени.

При анализе кристаллической структуры ком-
плекса MC4R–SHU9119 было показано, что во вне-
клеточном вестибюле он включает сайт с повы-
шенной электронной плотностью, который спосо-
бен с высокой эффективностью связывать
двухзарядные катионы, включая ионы кальция
[346]. В составе такого комплекса ионы Ca2+ обра-
зуют координационные связи с двумя карбониль-
ными атомами кислорода, локализованными в ос-
новной цепи соединения SHU9119, пептидного
аналога α-MSH, и с тремя отрицательно заряжен-
ными остатками Glu100(2.60), Asp122(3.25) и Asp126(3.29),
подобно тому, как это происходит в случае MC1R.
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Ионы кальция повышали сродство α-MSH к MC4R
в 37 раз, а эффективность ответа к агонисту более
чем в 600 раз, причем аллостерический эффект вы-
являлся только для внеклеточных ионов кальция
(физиологические концентрации в структурах моз-
га около 1.2 мМ), в то время как изменение кон-
центрации ионов Ca2+ внутри клетки на связываю-
щие характеристики MC4R существенно не влияли
[346]. Эти данные указывают на решающую роль
внеклеточных ионов Ca2+ в распознавании лиган-
дов ортостерического сайта MC1R и MC4R и в ак-
тивации MC1/4R-опосредуемых сигнальных каска-
дов [346, 347].

Другие катионы

Информация о вкладе других катионов в алло-
стерическую регуляцию GPCR не столь многочис-
ленна. Катионы меди ингибируют связывание ан-
тагониста празозина с α1A-AR, экспрессируемым в
культуре COS7-клеток, не влияя при этом на дис-
социацию празозина от рецептора. Наряду с этим
ионы Cu2+ оказывают модулирующее влияние на
связывание эндогенного агониста адреналина с
α1A-AR и на трансдукцию адреналинового сигнала
к эффекторным системам клетки [320]. Установле-
но, что ионы двухзарядного кобальта снижают аф-
финность связывания агонистов с μ-опиоидными
рецепторами в гомогенатах мозга морской свинки
[314]. Следует отметить, что какие-либо данные о
возможном аллостерическом эффекте трехзаряд-
ных катионов на GPCR в настоящее время отсут-
ствуют. Возможно, это указывает на отсутствие в
их структуре потенциальных аллостерических сай-
тов для специфичного связывания таких ионов.

При анализе воздействий различных катионов
на GPCR необходимо учитывать тот факт, что в ря-
де случаев их мишенями могут быть и другие сиг-
нальные белки, образующие функционально ак-
тивные комплексы с рецепторами. Наряду с этим
ионы металлов могут образовывать комплексы с
лигандами, модифицируя их способность связы-
ваться с ортостерическим или аллостерическим
сайтами. В высоких концентрациях ионы металлов
способны влиять на структурную организацию
GPCR и устойчивость их комплексов, изменяя
осмолярность среды и влияя на физико-химиче-
ские свойства мембран. Вследствие этого для окон-
чательного суждения об аллостерическом характе-
ре воздействия ионов металлов на структуру и
функциональную активность GPCR часто требу-
ются дополнительные разноплановые исследова-
ния. С другой стороны, обнаружение в GPCR сай-
тов, опосредующих их специфичное связывание с
ионами металлов, и постоянно возрастающее чис-
ло примеров аллостерической регуляции этими
ионами указывают на то, что катионы металлов яв-
ляются важнейшим, физиологически релевантным

компонентом аллостерической регуляции GPCR,
функционируя как NAM, PAM, аго-PAM, аго-NAM.

Хлорид-анионы

Имеются данные об аллостерическом влиянии
хлорид-анионов на GPCR класса C. Эти анионы,
как известно, модулируют активность множества
других сигнальных белков (ионные каналы, рецеп-
торы натрийуретических пептидов, и др.). Еще в
1995 году были получены данные о том, что хло-
рид-анионы повышают связывание [3H]-L-2-ами-
но-4-фосфонобутирата с mGluR4, в то время как
ни один из изученных двухзарядных катионов
(Mg2+, Ca2+, Mn2+) на связывающие характеристи-
ки этого рецептора не влиял [348]. В дальнейшем
было установлено, что значение EC50 для связыва-
ния L-2-амино-4-фосфонобутирата с mGluR4 со-
ставляет 63 мМ, что соответствует примерно 50%
концентрации хлорид-анионов во внеклеточной
среде [349]. При воздействии глутамата на клетки с
экспрессированным в них mGluR4 в среде с кон-
центрацией хлорид-анионов в концентрациях,
близких физиологическим, отмечали активацию
этого рецептора, в то время как в среде с низкими
концентрациями ионов Cl– рецептор mGluR4 был
мало чувствителен к глутамату [350]. Отмечалась
высокая положительная кооперативность между
хлорид-анионами и глутаматом (коэффициент
Хилла около 6), вследствие чего даже небольшое
повышение концентрации ионов Cl– во внеклеточ-
ной среде приводило к значительному усилению
глутамат-индуцированной активации mGluR4
[350]. Рецептор mGluR3 также чувствителен к хло-
рид-анионам, но в отличие от mGluR4 аллостери-
чески регулируется и двухзарядными катионами.
Хлорид-анионы позитивно регулируют эффекты
агонистов на mGluR6 и mGluR8 [351]. В то же вре-
мя некоторые представители глутаматных метабо-
тропных рецепторов, такие как mGluR1 и mGluR2,
не чувствительны к хлорид-анионам, при этом, на-
пример, рецептор mGluR1 является мишенью для
аллостерического влияния ионов кальция и маг-
ния [349, 351]. Тем самым показана селективность
аллостерической регуляции хлорид-анионами и
двухзарядными катионами различных типов мета-
ботропных глутаматных рецепторов, что позволяет
дифференцированно контролировать их сигналь-
ные каскады [351, 352].

С помощью сайт-направленного мутагенеза и
молекулярного моделирования показано, что в ос-
нове PAM-эффекта хлорид-анионов в случае
mGluR3 и mGluR4 лежит их связывание с двумя
аллостерическими сайтами, расположенными в
значительном по размеру внеклеточном домене
метаботропных глутаматных рецепторов, что при-
водит к стабилизации индуцированного глутама-
том активного состояния рецептора. Это является
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следствием формирования уникальной интерак-
тивной сети “хлоридных замков” (interactive “chlo-
ride-lock” network), затрудняющих выход глутамата
из ортостерического сайта [350, 352]. Тем самым
хлорид-анионы существенно снижают эффектив-
ные концентрации глутамата и способствуют ак-
тивации глутаматных рецепторов существенно
более низкими концентрациями глутамата или
его аналогов, вследствие чего полноценные функ-
циональные ответы этих рецепторов на глутамат
реализуются даже при микромолярных концен-
трациях этого агониста во внеклеточной среде.
Фактически хлорид-анионы являются дирижера-
ми такого ответа.

PAM-эффект хлорид-анионов показан также
для кальций-чувствительного рецептора CaSR, ко-
торый эффективно активируется ионами Ca2+ в
среде, содержащей ионы Cl–, но не ионы глюкона-
та, которые хотя и имеют сходный с хлорид-анио-
нами отрицательный заряд, но существенно пре-
вышают их по размеру, что не позволяет ионам
глюконата эффективно взаимодействовать с Cl–-
связывающими сайтами рецептора [353]. Необхо-
димо отметить, что в молекуле CaSR выявлено три
сайта, структурно сходных с Cl–-связывающими
сайтами метаботропных глутаматных рецепторов,
которые претендуют на роль аллостерических сай-
тов, специфично связывающих ионы Cl– [353].

Учитывая вовлеченность хлорид-анионов в
контроль вкуса, в последние годы значительные
усилия были предприняты для исследования зави-
симости активности различных подтипов вкусовых
рецепторов 1-го типа (T1r1, T1r2, и T1r3), относя-
щихся к классу С GPCR, от содержания во внекле-
точной среде ионов Cl– [354, 355]. Необходимо от-
метить, что эти рецепторы в функционально ак-
тивном состоянии образуют гетеродимеры
T1r2a/T1r3 и T1r1/T1r3, что обеспечивает распо-
знавание широкого спектра сладкого и пикантного
вкусов, присущего сахарам и аминокислотам. При
исследовании кристаллической структуры внекле-
точного домена T1r3 в составе гетеродимера
T1r2a/T1r3 японской рисовой рыбы, который кри-
сталлизовали в присутствии хлорида натрия, были
выявлены сайты, способные специфично связы-
вать хлорид-анионы. Замена этих ионов на бро-
мид-анионы вызывала критические изменения в
структуре внеклеточного домена T1r3, в том числе
в сайтах связывания аминокислот, результатом че-
го было снижение их связывающих характеристик
[354]. Хлорид-анионы взаимодействовали с боко-
вой гидроксильной группой остатка Thr105 и с
амидными группами остова пептидной цепи, при-
надлежащими остаткам Gln148 и Ser149. Остатки, с
которыми взаимодействуют хлорид-анионы, коор-
динируются с остатком Ser150, играющим критиче-
скую роль в связывании аминокислот, а также во-
влечены в стабилизацию агонист-активированно-

го состояния рецептора и его гетеродимерной
структуры [354]. Тем самым хлорид-анионы важны
как для поддержания конформации ортостериче-
ского сайта, обеспечивающей эффективную акти-
вацию рецептора пищевыми аминокислотами, так
и для ди- и олигомеризации вкусовых рецепторов,
определяющей их способность адекватно воспри-
нимать внеклеточные сигналы. Важно, что хлорид-
анионы в относительно низких, миллимолярных
концентрациях были способны индуцировать в ге-
теродимере T1r2a/T1r3 конформационные измене-
ния, вызываемые “классическими” агонистами
этих рецепторов. Так, пероральное введение мы-
шам хлорид-анионов повышало частоту импульсов
во вкусовых нервах, где были экспрессированы
различные подтипы T1r [355]. Тем самым, помимо
модулирующей, хлорид-анионам присуща и соб-
ственная агонистическая активность, что позволя-
ет их характеризовать в отношении вкусовых ре-
цепторов T1r-семейства, как ago-PAM.

Нельзя исключить, что существуют и другие ани-
оны, наделенные свойствами аллостерических регу-
ляторов, но в настоящее время среди простых анио-
нов такие свойства показаны только для хлорид-
анионов. Эти свойства иона Cl– должны учитывать-
ся в связи с тем, что многие лекарственные препара-
ты и новые биологически активные тестируемые со-
единения представляют собой хлористоводородные
соли, и нельзя исключить возможность манифеста-
ции собственной активности хлорид-анионов на
физиологические и биохимические процессы. В
определенной степени это относится и к некото-
рым катионам, в первую очередь к ионам натрия,
также используемым в качестве противоионов в
фармакологических препаратах.

7.5. Липиды
За последние годы для большого числа липидов

показана способность аллостерически регулиро-
вать GPCR, причем наибольшее значение в этом
отношении отводят мембранным липидам – холе-
стерину и фосфолипидам. Изначально считали,
что роль мембранных липидов обусловлена в ос-
новном их влиянием на физико-химические свой-
ства плазматической мембраны и структурно-
функциональную организацию рафтов, представ-
ляющих собой мембранные микродомены, ответ-
ственные за транслокацию и встраивание в мем-
брану сигнальных молекул и сборку сигнальных
комплексов. При этом такое влияние, как правило,
является неспецифическим и обусловлено свой-
ствами липидов, функционирующих как структур-
ная матрица для формирования многокомпонент-
ных комплексов лиганд–GPCR–G-белок/β-арре-
стин–эффектор. В дальнейшем эти представления
стали пересматриваться. Выяснилось, что действие
липидов, в том числе и такого универсального ал-
лостерического модулятора, как холестерин, во
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многих случаях является высоко специфичным по
отношению к определенным типам GPCR, а в мо-
лекулах рецепторов имеются аллостерические сай-
ты, ответственные за специфичное взаимодей-
ствие с различными классами липидов. Эти сайты,
как правило, расположены на боковой поверхно-
сти трансмембранной части GPCR, контактирую-
щей с липидами мембраны, и также включают сег-
менты проксимальных к мембране участков ECLs
и ICLs. Тем самым липиды могут непосредственно
влиять на конформацию и стерическую доступ-
ность ортостерических и аллостерических сайтов,
локализованных внутри трансмембранного тонне-
ля рецептора, а также сайтов, локализованных во
внеклеточных и внутриклеточных вестибюлях
трансмембранного домена.

Основываясь на вышесказанном, предложены
два основных механизма аллостерического воздей-
ствия липидов на GPCR. Первый из них является
не специфичным или низко специфичным и зави-
сит в основном от физико-химических свойств ре-
цептора, его гидрофобности, площади контакта с
мембраной, его микроокружения. Как известно,
физико-химические свойства плазматической
мембраны, такие как текучесть, упругость и меха-
ническая прочность, зависят от соотношения раз-
личных липидов в мембране, и это оказывает зна-
чительное влияние на структурные свойства GPCR
и его комплексов, на стабильность и соотношение
активных и неактивных конформаций рецептора,
на сопряжение рецептора с трансдукторными и
эффекторными белками. Это показано для различ-
ных типов GPCR, наиболее отчетливо для свето-
чувствительного рецепторного белка родопсина.

Показано, что физико-химические свойства
мембраны, ее толщина и текучесть, непосредствен-
но влияют на переход между метародопсинами I и
II, что предопределяет эффективность фототранс-
дукции [356–359]. Взаимосвязь между толщиной
мембраны и конформационными характеристика-
ми родопсина была наглядно продемонстрирована
с помощью ступенчатого изменения толщины
мембраны (фосфатидилхолиновые слои с толщи-
ной гидрофобной фазы от 21 до 38 ангстрем), до-
стигаемого путем изменения содержания холесте-
рина в модельной мембране [359]. Добавление хо-
лестерина к мембране, толщина которой была
меньше, чем средняя длина гидрофобных TM (ме-
нее 27 ангстрем), смещало равновесие в сторону
метародопсина II, в то время как добавление холе-
стерина к мембране, толщина которой превосходи-
ла длину TM, вызывало увеличение доли метаро-
допсина I. В первом случае холестерин в небольшой
степени повышал и, тем самым, нормализовал тол-
щину мембраны, в то время как во втором случае он
менял упругость мембраны и индуцировал образо-
вание олигомерных комплексов родопсина, стаби-
лизируя конформацию метародопсина I [359].

Недавно было изучено прямое влияние физико-
химических свойств мембраны на β1-AR и AT1-ан-
гиотензиновый рецептор [360, 361]. В случае β1-AR
было обнаружено, что холат натрия, будучи встро-
ен в мицеллы, образуемые додецил-β-D-мальтози-
дом, индуцирует димеризацию рецептора, усили-
вая контакты между ТМ1, ТМ2 и H8 протомеров
[360]. В случае AT1-ангиотензинового рецептора
показано изменение его функциональной актив-
ности при изменении толщины и натяжения плаз-
матической мембраны, причем паттерн активных
конформаций в этом случае отличался от такового
в случае активации рецептора эндогенным агони-
стом – ангиотензином II [361]. Описан двойствен-
ный механизм влияния холестерина на активность
A2A-аденозинового рецептора, путем влияния на
физико-химические свойства мембраны и посред-
ством специфичного связывания с молекулой ре-
цептора [362]. Полученные данные указывают на
то, что могут реализовываться два различных сце-
нария активации AT1-ангиотензинового и A2A-аде-
нозинового рецепторов, один из которых зависит
от физико-химических свойств мембраны, в то
время как второй реализуется вследствие специ-
фичного связывания липида с рецептором, хотя
нельзя исключать и совмещения этих сценариев.

Важная роль при реализации первого механиз-
ма, посредством которого липиды влияют как на
связывающие характеристики и эффективность
активации GPCR, так и на предпочтительность ак-
тивации агонистом определенного сигнального
каскада (предвзятость сигнальной трансдукции),
принадлежит их способности регулировать субкле-
точную компартментализацию рецепторных и
связанных с ними акцессорных и эффекторных
белков и контролировать образование кавеол и ли-
пидных рафтов, представляющих собой scaffold-
платформы для высокоупорядоченных многокомпо-
нентных GPCR-содержащих комплексов [363–365].

С точки зрения машинерии липид-опосредуе-
мой аллостерической регуляции наиболее интере-
сен второй механизм, который состоит в непо-
средственном, высокоспецифичном взаимодей-
ствии липидов с аллостерическими сайтами,
локализованными в молекуле GPCR. В качестве
аллостерических регуляторов GPCR могут вы-
ступать такие липиды, как эндоканнабиноиды
(анандамид, 2-арахидоноилглицерин) [366–370],
липоксин А4 (производное арахидоновой кисло-
ты) [371–373], олеамид [374–376], а также стеро-
идные гормоны – прегненолон, прогестерон,
17β-эстрадиол и некоторые их метаболиты [377–
382]. Эндоканнабиноиды, являясь эндогенными
лигандами каннабиноидных рецепторов, негатив-
но влияют на передачу сигналов через серотонино-
вые рецепторы [366], mACh1R и mACh4R [367, 368],
а также через A3-аденозиновые рецепторы [369].
При этом отмечается высокая их селективность в
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отношении определенного типа близкородствен-
ных рецепторов, поскольку, например, 2-арахидо-
ноилглицерин ингибирует связывание агонистов с
A3-аденозиновым рецептором, но не влияет на
родственные ему A1- и A2A-аденозиновые рецепто-
ры [369].

Наиболее изученным липидным аллостериче-
ским регулятором GPCR является холестерин, ос-
новной компонент клеточных мембран, липидных
рафтов, предшественник большого числа биологи-
чески активных липидов, включая стероидные гор-
моны [133, 383, 384]. Важную роль в аллостериче-
ской регуляции GPCR также имеют фосфолипи-
ды, которые, как и холестерин, воздействуют на
компоненты сигнальной трансдукции еще на ран-
них стадиях эволюции GPCR-систем [385, 386]. Их
эффекты и механизмы действия подробно рас-
смотрены ниже.

Холестерин

Холестерин представляет собой стерол-подоб-
ный липид, который составляет до 30% мембран в
клетках животных, и его основная функция состо-
ит в регуляции текучести мембраны путем форми-
рования упорядоченных структур между различ-
ными ее липидными компонентами. Поскольку в
отличие от фосфолипидов холестерин представля-
ет собой жесткую молекулу, при повышении его
содержания в мембране ее текучесть снижается, в
то время как толщина мембраны варьирует в мень-
шей степени. Несмотря на то что гидроксильные
группы холестерина могут быть вовлечены во взаи-
модействие между двумя молекулами холестерина
с образованием димеров, чаще с помощью водо-
родных связей они взаимодействуют с гидроксиль-
ными группами других липидов или с молекулами
белков и гликозильными группами [387].

Как отмечалось выше, холестерин может оказы-
вать влияние на активность GPCR и их сигнальных
каскадов, определяя физико-химические свойства
мембраны или с высокой специфичностью взаи-
модействуя с аллостерическими сайтами в молеку-
ле GPCR. Используя различные подходы, включая
кристаллографический анализ комплексов рецеп-
торов с холестерином, в настоящее время связыва-
ние холестерина продемонстрировано для большо-
го числа рецепторов, в том числе для адренергиче-
ских (α2C-AR, β2-AR), серотониновых (5-HT1AR,
5-HT2BR), ангиотензиновых (AT1R), хемокиновых
(CCR9, CXCR2, CXCR3), опиоидных (κOR, μOR),
аденозиновых (A2AR), пуринергических (P2Y1R,
P2Y12R), эндотелиновых (ETBR), каннабиноидных
(CB1R, CB2R) и метаботропных глутаматных
(mGluR1a) рецепторов, рецепторов окситоцина,
N-формилпептида и гонадолиберина, цистеинил-
лейкотриенового рецептора 2-го типа (CysLT2R),
холецистокининового рецептора 1-го типа (CCK1R)

и ряда других GPCR, в основном принадлежащих к
классу А [133, 182, 267]. При этом холестерин в та-
ких комплексах может находиться как в форме мо-
номера, так и димера. Существенно варьирует ло-
кализация молекулы холестерина в комплексе с
GPCR, включая такую неожиданную ориентацию,
как параллельное расположение в середине липид-
ного бислоя или параллельное расположение отно-
сительно поверхности плазматической мембраны,
как это показано для CB1- и CB2-каннабиноидных
рецепторов соответственно [388, 389].

Еще в 1990–2010-е годы было показано, что по-
вышенное содержание холестерина в липидных
рафтах приводит к значительному усилению срод-
ства рецептора окситоцина, mGluR1a, 5-HT1AR и
CCK1R к лигандам ортостерического сайта, в то
время как в рафтах с низким содержанием холесте-
рина аффинность рецепторов к агонистам резко
ослабляется [390–393]. При этом восстановление
содержания холестерина в обедненных им липид-
ных рафтах восстанавливало число функционально
активных рецепторов и их аффинность к лигандам
[390, 391]. В обедненных холестерином мембранах
снижалась не только активность рецепторов, но и
нарушался процесс передачи гормонального сиг-
нала, осуществляемого через GPCR. При недоста-
точности мембранного холестерина ослаблялась
активация PLСβ и кальциевых сигнальных путей,
опосредуемая агонистами CCK1R, и подавлялась
стимуляция ERK1/2 и транскрипционного факто-
ра c-Fos, вызываемая гонадолиберином при его
стимулирующем воздействии на рецептор этого
рилизинг-фактора. Нормализация содержания хо-
лестерина приводила к полному восстановлению
этих эффектов [393, 394]. Важно подчеркнуть, что
содержание мембранного холестерина может по-
разному влиять на сигнальную трансдукцию даже в
случае близкородственных рецепторов, что необ-
ходимо принимать во внимание. Так снижение со-
держания холестерина нарушает передачу сигнала
с агонист-активированного μ-опиоидного рецеп-
тора, но мало влияет на сигнальные пути, реализу-
емые через δ-опиоидный рецептор [395]. Нормали-
зация содержания холестерина в липидных рафтах
приводит к восстановлению аффинности CCK1R к
агонистам, но слабо влияет на сродство к агони-
стам холецистокининового рецептора 2-го типа
(CCK2R) [393].

Обнаружение специфичных по отношению к
определенным типам GPCR аллостерических эф-
фектов холестерина поставило перед исследовате-
лями задачу выявить сайты, ответственные за взаи-
модействие рецепторов с этим липидом. Первые
работы были осуществлены в 2008 г. Hanson и со-
авт., которые с помощью рентгеноструктурного
анализа исследовали кристаллические структуры
комплекса β2-AR с двумя молекулами тимола и
двумя молекулами холестерина [396]. Было показа-
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но, что в TM β2-AR локализованы АКО, которые
способны образовывать координационные связи с
димерной формой холестерина – три остатка лока-
лизованы в ТМ4 и один в ТМ2, причем наиболее
значимым было взаимодействие димера холесте-
рина с остатком Trp158(4.50). На основе полученных
данных был предложен консенсусный мотив для
связывания холестерина (cholesterol consensus mo-
tif, CCM), который включал 4 высококонсерватив-
ных АКО, имеющихся в большом числе других ре-
цепторов (не менее, чем в 96 GPCR) [396]. В β2-AR
этот мотив, наряду с остатком Trp158, включал
остатки Tyr70, Arg151 и Leu155. Этот консенсусный
мотив, находящейся в канавке между двумя или
тремя TM-спиралями, включал положительно за-
ряженный АКО в позиции 4.39-4.43 (Lys или Arg),
алифатический АКО в положении 4.46 (Ile, Val или
Ile) и ароматические АКО в положениях 4.50 (Trp
или Tyr) и 2.41 (Phe, Tyr или Trp). В общем виде его
можно представить как R/K-X5-I/V/L-X5-Y/W в
одной TM-спирали (ТМ4 в случае β2-AR) и F/Y в
противоположной ей ТМ-спирали (ТМ2 в случае
β2-AR). При этом АКО Arg/Lys и Phe/Tyr в CCM
находятся на внутриклеточном конце ТМ, что
обеспечивает взаимодействие гидроксилов холе-
стерина с их положительно заряженными боковы-
ми группами. Остатки Tyr/Trp находятся в средней
части трансмембранного домена, что лежит в осно-
ве гидрофобных и ароматических взаимодействий
между ТМs и димерной формой холестерина, при-
чем определяющую роль здесь играют π-π-стэкин-
говые взаимодействия [396, 397].

Однако в дальнейшем было показано, что в
структуре GPCR могут быть и другие холестерин-
связывающие консенсусные мотивы, поскольку
ряд рецепторов, в которых отсутствует β2-AR-по-
добный CCM, подвергаются аллостерической ре-
гуляции холестерином. Так, ССМ отсутствует в ре-
цепторе эндотелина и в CB2-каннабиноидном ре-
цепторе несмотря на то, что оба этих рецептора
образуют функционально активные комплексы с
холестерином и являются мишенями его аллосте-
рического влияния [307, 389]. В дополнение к это-
му, наличие такого β2-AR-подобного CCM вовсе
не является условием для зависимости активности
рецептора от присутствия холестерина, как это по-
казано для имеющего такой мотив CCK2R, актив-
ность которого, однако, не снижается при истоще-
нии запасов холестерина в липидных рафтах [393],
и для ряда других GPCR, включая мускариновые
ацетилхолиновые рецепторы [133, 398, 399]. Так,
CMM были выявлены во всех пяти типах mAChR,
но во всех известных для них 16 кристаллических
структурах связывания с холестерином показано
не было [400]. И только в двух кристаллических
структурах mACh1R была обнаружена совместная
кристаллизация рецептора с водорастворимой
формой холестерина – холестерил гемисукцина-

том (cholesteryl hemisuccinate, CHS), но этот аналог
существенно отличается от нативного холестерина
по своим связывающим характеристикам с белко-
выми молекулами [398, 399].

В некоторых GPCR, несмотря на наличие CCM
или подобного ему мотива, связывание холестери-
на было продемонстрировано в другом месте ре-
цепторной молекулы, что указывает на наличие в
GPCR альтернативных холестерин-связывающих
сайтов. Один из таких сайтов локализован во внут-
риклеточном вестибюле трансмембранного тонне-
ля и включает цитоплазматическое окончание
ТМ1 и спираль H8, как это показано для β2-AR [12],
κ-опиодиного рецептора [401], 5-HT2BR [402, 403]
и AT1R [404]. Связывание холестерина с этим сай-
том требует ковалентной модификации остатка
цистеина, локализованного в спирали H8, жирно-
кислотным остатком (обычно пальмитатом), что
обеспечивает подходящую для связывания липида
конформацию этой спирали. Другой неканониче-
ский сайт располагается во внеклеточном вестибю-
ле трансмембранного тоннеля и включает внекле-
точное окончание ТМ6, как это показано для δ- и
κ-опиоидных рецепторов и А2А-аденозинового
рецептора [288, 386, 405, 406]. Существенные изме-
нения по сравнению с каноническим CCM отмеча-
ются в холестерин-связывающем мотиве μ-опио-
идного рецептора, где вместо положительно заря-
женного остатка на границе ICL1 и TM2
располагается остаток Gln314, образующий водо-
родную связь с гидроксилом димерной формы хо-
лестерина [407, 408].

В настоящее время предложена обширная клас-
сификация локализации аллостерических сайтов
для холестерина, причем немаловажную роль в
предпочтительности выбора сайта связывания иг-
рает то, находится ли холестерин в мономерной
или димерной формах. Как показано для β2-AR
[396], холестерин в димерной форме связывается с
сайтом, расположенным в бороздке, образованной
ТМ2, ТМ3 и ТМ4, включающей внутриклеточный
вестибюль трансмембранного тоннеля. Сходная
локализация сайта связывания димера холестерина
показана в P2Y12-пуринергическом рецепторе, ре-
цепторе N-формилпептида и хемокиновом рецеп-
торе CXCR2 [409–411]. Другая локализация холе-
стерин-связывающего сайта также включает бо-
роздку, образованную ТМ2, ТМ3 и ТМ4 (или ТМ6
вместо ТМ4), но направленную к внеклеточному
входу в трансмембранный тоннель рецептора. Та-
кая локализация, впервые изученная для A2A-аде-
нозинового рецептора [288, 386, 405], показана
также для P2Y1-пуринергического рецептора [163],
κ-опиоидного рецептора в активной конформации
[406, 412], μ-опиоидного рецептора в активной и
неактивной конформациях [407, 408] и хемокино-
вого рецептора CXCR3 в активной конформации
[413], причем с рецептором и в этом случае взаимо-
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действует исключительно димерная форма холе-
стерина. В случае окситоцинового рецептора мо-
номер холестерина связывается с расположенным
во внеклеточном вестибюле сайте, образованном
внеклеточными окончаниями ТМ4 и ТМ5 [414], а в
случае α2C-AR, P2Y12-пуринергического рецептора
и эндотелинового рецептора мономерный холесте-
рин связывается с сайтом, также расположенным
во внеклеточном вестибюле, но более вытянутым и
образованным внеклеточными окончаниями ТМ1
и ТМ7 [133, 307, 409]. Мономерная форма может
связываться и с внутриклеточным вестибюлем
трансмембранного тоннеля, как это показано для
κ-опиоидного рецептора [406], хемокинового ре-
цептора CCR9 [146], цистеиниллейкотриенового
рецептора CysLT2R [415] и рецептора N-формил-
пептида [416]. Достаточно необычной является ло-
кализация холестерин-связывающего сайта, выне-
сенного за пределы трансмембранного домена и
включающего в основном гидрофобную спираль
H8 и внутриклеточное окончание ТМ1, как это
продемонстрировано в случае 5-HT2B-серотонино-
вого рецептора [402, 403], AT1R [404] и одной из
кристаллических форм β2-AR [12].

Необходимо отметить, что локализация сайтов
связывания холестерина с GPCR и форма холесте-
рина (мономер или димер) никак не коррелируют с
типом G-белка или β-аррестина и особенностями
внутриклеточных сигнальных путей, что указывает
на раннее формирование в эволюции GPCR меха-
низма их аллостерической регуляции холестери-
ном и родственными ему липидами и указывает на
отсутствие значимого влияния холестерина на
предвзятость сигнальной трансдукции. Не выявле-
но и отчетливо выраженных закономерностей в
связывании холестерина с активными и неактив-
ными конформациями GPCR, что указывает на
сложный паттерн влияния холестерина на связы-
вающие характеристики рецептора и эффектив-
ность его активации агонистами. Однако делать
окончательные выводы в этом случае преждевре-
менно, поскольку требуются специальные иссле-
дования по вкладу холестерина в предвзятость и се-
лективность сигнальной трансдукции.

Вот лишь некоторые примеры сложности и не-
однозначности холестерин-опосредуемой регуля-
ции функций GPCR и их каскадов. Показано, что
холестерин способен повышать связывание агони-
стов с хемокиновым рецептором CXCR4 [417], но
при этом негативно влияет на связывание агони-
стов с другим хемокиновым рецептором CCR5,
структурно близким CXCR4 [418]. При этом удиви-
тельно, что в кристаллических структурах обоих
хемокиновых рецепторов не было обнаружено хо-
лестерина. При повышении уровня холестерина в
мембранах мозга отмечается повышение базальной
активности CB1-каннабиноидного рецептора, что
обусловлено стабилизацией активной конформа-

ции рецептора в присутствии холестерина, но при
этом снижается его чувствительность к ортостери-
ческим агонистам [419]. В кристаллической струк-
туре A2A-аденозинового рецептора идентифициро-
ваны сразу два сайта для связывания с димером
холестерина. Один в наружном листке плазматиче-
ской мембраны, включающий остатки Arg/Gln(6.35)

и Leu/Ile(6.46), локализованные в ТМ6, и другой
вблизи него, но включающий внеклеточные окон-
чания ТМ2, ТМ3 и ТМ4, причем оба сайта находят-
ся вблизи ортостерического сайта и даже могут, хо-
тя и в небольшой степени, с ним перекрываться
[404, 405]. Именно в связи с таким расположением
этих сайтов отмечали снижение связывания A2A-
антагониста ZM241385 с рецептором в присутствии
3 мМ холестерина гемисукцината [420]. С другой
стороны, не было выявлено существенного влия-
ния содержания холестерина в мембране на связы-
вание агонистов с A2A-аденозиновым рецептором
[421]. Как отмечалось выше, холестерин не был вы-
явлен в кристаллических структурах всех пяти под-
типов мускариновых ацетилхолиновых рецепто-
ров, несмотря на наличие холестерин-связываю-
щего сайта в их внеклеточном вестибюле [400, 422].
Снижение уровня холестерина в мембране приво-
дило к снижению связывания mACh1R, mACh2R и
mACh3R с антагонистом N-метилскополамином, в
то время как восстановление содержания холесте-
рина приводило к повышению связывания этого
антагониста с mACh2R, но в еще большей степени
снижало связывание с ним mACh1R и mACh3R
[423, 424]. При этом эффекты повышения содержа-
ния холестерина в мембране оказывали противо-
положные эффекты на связывание рецепторов с
агонистом карбахолом, что указывает на возмож-
ность присутствия в молекулах mAChR не одного,
а двух холестерин-связывающих сайтов [133, 425].
Необычен тот факт, что некоторые GPCR, имею-
щие в своей структуре CCM или родственные им
мотивы, нормально экспрессируются в мембранах,
лишенных холестерина, и проявляют при этом
специфическую активность, как показано для
GPCR в холестерин-дефицитных мембранах бак-
терии Escherichia coli [426].

В отношении влияния холестерина на предвзя-
тость GPCR-сигналинга имеется обнадеживающее
исследование чешских ученых, Michal и соавт., в
котором они изучили зависимость внутриклеточ-
ного сигналинга, осуществляемого через различ-
ные типы mAChR, от содержания мембранного хо-
лестерина [423, 424]. Было установлено, что исто-
щение мембранного холестерина в случае mACh2R
приводит как к повышению активации Gi-белок-
сопряженного каскада, направленного на сниже-
ние внутриклеточного уровня цАМФ, так и к уси-
лению Gs-белок-опосредуемого усиления синтеза
этого вторичного посредника. Наряду с этим отме-
чали ослабление стимуляции фосфоинозитидного
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обмена, реализуемого через активацию PLСβ, ин-
дуцированную как высвобождаемым при актива-
ции Gi-белка Gβγ-димером, так и α-субъединицей
Gq/11-белка [423]. Необходимо отметить, что значи-
тельное повышение (+137%) содержания холесте-
рина в мембране в сравнении с контролем не вызы-
вало заметных изменений в сигнальной трансдук-
ции, как цАМФ-зависимой, так и зависимой от
продуктов гидролиза фосфоинозитидов. При изу-
чении mACh1R и mACh3R было показано, что сни-
жение содержания холестерина в мембране также
приводит к повышению Gs-белок-опосредуемой
активации АЦ. В то же время как повышение, так и
снижение содержания мембранного холестерина
вызывало значительное ослабление фосфоинози-
тидных путей, опосредуемых через Gq/11-белок
[423, 424]. Сложные взаимоотношения между
предвзятостью сигнальных путей mACh1-3R и со-
держанием холестерина в мембране связывают с
множественностью холестерин-связывающих сай-
тов в рецепторах, с различными механизмами вли-
яния холестерина на активные и неактивные кон-
формации рецептора (сайт-специфичное связыва-
ние и(или) влияние на текучесть и толщину
мембраны), а также на стабильность комплексов
рецепторов с другими компонентами сигнальной
трансдукции [133, 422]. Важно и то, что аффин-
ность холестерин-связывающих сайтов к холесте-
рину также может в значительной степени варьи-
ровать, что приводит к различному паттерну их
активации при различных концентрациях холесте-
рина.

Отдельную и до конца не решенную проблему
представляет влияние холестерина на стабиль-
ность ди- и олигомерных рецепторных комплек-
сов, которые не только важны для функциональной
активности GPCR, но в ряде случаев полностью
определяют способность рецептора селективно ак-
тивировать эффекторные системы [133, 427]. В на-
стоящее время имеются свидетельства того, что
холестерин, в первую очередь его димерные фор-
мы, оказывают регуляторное влияние на ди- и оли-
гомеризацию для большого числа GPCR, включая
β2-AR [12, 428], CB1- и CB2-каннабиноидные ре-
цепторы [429], хемокиновый рецептор CXCR4
[430], 5-HT1AR [383, 431, 432], 5-HT2AR [433],
5-HT2CR [432, 434], mACh3R [435].

Еще в 2007 г. Vadim Cherezov и соавторы, осу-
ществляя пионерские исследования по изучению
пространственной структуры β-AR, показали, что
кристаллическая структура β2-AR, связанного с
инверсионным агонистом, представляет собой го-
модимер, в котором интерфейс между мономерами
образован ТМ4-ТМ5 одного протомера и ТМ1-H8
другого протомера, причем каждый такой димер
стабилизирован шестью молекулами холестерина
и двумя молекулами пальмитиновой кислоты [12].
При этом в каждом мономере димер холестерина

связан с ТМ2 и ТМ4, а мономер холестерина с ТМ1
и гидрофобной спиралью H8, в то время как жир-
нокислотная цепь пальмитата ковалентно связана
с остатком цистеина в положении 341, что обеспе-
чивает прочную ассоциацию H8 с липидной фазой
мембраны. Эти результаты продемонстрировали
как зависимость олигомеризации β2-AR от присут-
ствия холестерина, так и существование в молекуле
рецептора, по крайней мере, двух холестерин-свя-
зывающих сайтов. В дальнейшем были проведены
прямые исследования влияния содержания мем-
бранного холестерина на димеризацию β2-AR, и
это позволило установить, что при низком содер-
жании холестерина образуется β2-AR-димер, в ко-
тором протомеры соединены посредством гидро-
фобных контактов между ТМ1 и ТМ2 одного про-
томера и ТМ4 и ТМ5 другого протомера. При
повышении содержания холестерина, который
взаимодействует с сайтом, включающим ТМ4, об-
разуется β2-AR-димер, соединенный посредством
гидрофобных контактов ТМ1 и ТМ2 для обоих
протомеров [428]. Таким образом, содержание
холестерина в мембране является фактором, кон-
тролирующим организацию димерного комплекса
β2-AR, переводя комплексы с гетероинтерфейсом
(ТМ4/ТМ5–ТМ1/ТМ2) в комплексы с гомоинтер-
фейсом (ТМ1/ТМ2–ТМ1/ТМ2), что, безусловно,
влияет на эффективность и селективность сиг-
нальной трансдукции.

В отсутствие холестерина при изучении димери-
зации 5-HT2CR было идентифицировано до 17 раз-
личных интерфейсов, обеспечивающих взаимо-
действие протомеров, в то время как в присутствии
холестерина их число сокращалось и преобладал
интерфейс, включающий ось TM1–TM7–H8 [434].
Это может свидетельствовать в пользу того, что в
обогащенных холестерином мембранах происхо-
дит уменьшение числа энергетически выгодных
гомо- и гетероинтерфейсов с предпочтительным
образованием какого-то одного типа комплекса
[432]. В случае mACh3R показано, что холестерин
может стабилизировать и более сложные GPCR-
комплексы, включающие четыре протомера, ста-
билизируя взаимодействия между рецепторными
димерами [435]. Молекулы холестерина располага-
лись в этом случае между димерами, обеспечивая
более тесный контакт между ними и внося значи-
мый вклад в стабилизацию тетрамерного комплек-
са. Это указывает на возможную роль холестерина
в образовании многомерных GPCR-комплексов, в
первую очередь для класса А GPCR [436].

Следует, однако, отметить, что холестерин так-
же вовлечен в стабилизацию олигомерных ком-
плексов и для GPCR класса С, в которых ключевую
роль в стабилизации рецепторных комплексов иг-
рают внеклеточные домены [437]. Он является
PAM для CaSR, обеспечивая эффективное образо-
вание гомодимерной формы рецептора посред-
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ством взаимодействия молекул холестерина с бо-
ковым гидрофобным радикалом остатков Ile816, ло-
кализованных в ТМ6 каждого из протомеров [438].
Определяющая роль холестерина в образовании
функционально активного гомодимерного ком-
плекса показана в отношении орфанного рецепто-
ра GPR158, который экспрессируется в мозге и по-
средством регуляции цАМФ-зависимых каскадов
вовлечен в синаптогенез, контролируя, тем самым,
когнитивные функции и развитие депрессивных
состояний [439]. Молекулы холестерина локализо-
ваны как в интерфейсе между протомерами рецеп-
тора, делая димерный комплекс более устойчивым,
так и снаружи, что позволяет сохранить GPR158 в
неактивной конформации, предотвращая актива-
цию им G-белков. Важно, что молекулы холесте-
рина также влияют на образование комплекса
GPR158 с RGS-белком (RGS7-Gβ5) [439]. Три мо-
лекулы холестерина способны специфично связы-
ваться с GABABR, который находится в комплексе
с PAM, тем самым, обеспечивая повышение его ак-
тивности, направленной на открытие калиевых ка-
налов, снижение активности цАМФ-зависимых и
кальциевых сигнальных путей [440]. Интересно,
что с рецептором, в ортостерическом сайте которо-
го находится антагонист, способны взаимодей-
ствовать от 10 до 16 молекул холестерина, как в мо-
номерной, так и в димерной формах, и это обеспе-
чивает формирование прочного гомодимерного
GABABR-комплекса [441]. В свободном от лиганда
состоянии GABABR, напротив, не способен специ-
фично взаимодействовать с холестерином, и это
позволяет сделать вывод о том, что сайты для свя-
зывания холестерина, которые вовлечены в про-
цесс олигомеризации рецептора, имеют различную
доступность в зависимости от занятости ортосте-
рического или аллостерических сайтов [437].

Поскольку уровень холестерина и соотношение
его форм существенно меняются при различных
патологических состояниях, то имеются веские ос-
нования полагать, что индуцированные этим изме-
нения аллостерических эффектов холестерина на
GPCR-сигналинг вносят заметный вклад в этиоло-
гию и патогенез многих заболеваний [432, 437, 439,
442–444].

Фосфолипиды

Несомненно, что фосфолипиды плазматиче-
ской мембраны влияют на ее физико-химические
характеристики и, тем самым, непосредственно
регулируют активность GPCR, предвзятость сиг-
нальной трансдукции, устойчивость олигомерных
рецепторных комплексов и комплексов GPCR с
другими компонентами сигнальной трансдукции,
причем, как правило, фосфолипиды действуют в
ансамбле с холестерином и другими мембранными
липидами [181, 385, 386, 445]. В 2016 г. Dawaliby и

соавт. показали, что различные фосфолипиды, та-
кие как диолеилфосфатидилглицерин, диолеил-
фосфатидилсерин и диолеилфосфатидилинозитол
(DOPG, DOPS и DOPI), взаимодействуя с сайта-
ми, локализованными во внутриклеточном вести-
бюле трансмембранного тоннеля, стимулируют
как базальную, так и агонист-индуцированную ак-
тивность β2-AR, в то время как диолеилфосфати-
дилэтаноламин действует противоположным обра-
зом, стабилизируя неактивное состояние рецепто-
ра [180]. Действие фосфолипидов осуществлялось
в том числе и в отсутствие β2-агониста, что указы-
вает на независимость их влияния от конформаци-
онных перестроек, вызываемых лигандами орто-
стерического сайта, и позволяет рассматривать
фосфолипиды как самодостаточные аллостериче-
ские регуляторы. В дальнейшем было изучено вли-
яние фосфолипидов на активность различных
представителей класса А GPCR, включая β1-AR,
A2A-аденозиновый рецептор и нейротензиновый
рецептор 1-го типа (NTSR1) [181, 386]. Во всех слу-
чаях, как и в β2-AR, фосфолипид-связывающие
сайты были локализованы в области цитоплазма-
тического входа в трансмембранный тоннель.

При изучении β1-AR было показано, что две
молекулы фосфатидилинозитол-4,5-дифосфата
(PIP2) стабилизируют комплекс рецептора с
α-субъединицей Gs-белка, основным трансдуктор-
ным белком для β1-AR, но при этом не влияют на
образование комплекса с другими типами α-субъ-
единиц (Gαi, Gαq) или с антителами, выработан-
ными на цитоплазматические участки рецептора
[181]. При этом другие изученные фосфолипиды,
например, фосфатидилсерин, слабо или вовсе не
влияли на связывание β1-AR с Gαs-субъединицей и
на активацию нижележащих сигнальных каскадов,
что указывает на специфичность PIP2, как PAM
для этого рецептора. Связывание PIP2 с рецепто-
ром повышается в условиях его активации изопро-
теренолом, неселективным β-агонистом, и это
обусловлено конформационными изменениями в
ICL2, которая не только тесно связана с агонист-
индуцированной активацией Gs-белка, но и, как
можно полагать, является одной из мишеней для
связывания с фосфолипидами. При этом положи-
тельно заряженные остатки, локализованные в
проксимальных участках ICL2 и ICL3, могут быть
вовлечены в ионные взаимодействия с отрицатель-
но заряженной “головкой” фосфолипида. Это со-
гласуется с тем фактом, что фосфолипиды, не со-
держащие полианионных групп, такие как фосфа-
тидилсерин, не были активны в случае всех трех
изученных рецепторов [181]. Возможно, однако,
что другие, чем PIP2, фосфолипиды могут влиять
на текучесть и толщину мембраны и, тем самым,
модулировать GPCR-опосредуемую сигнальную
трансдукцию, как это показано для β2-AR [180], но
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это требует дополнительных исследований для бо-
лее широкого спектра рецепторов.

Значительный интерес в последние годы пред-
ставляет опосредуемая фосфоинозитидами алло-
стерическая регуляция GPCR, обусловленная их
способностью влиять на образование комплекса
между GPCR и β-аррестинами, что играет крити-
ческую роль как в контроле β-аррестинового
сигналинга, так и в процессе эндоцитоза и рецик-
лизации рецепторов [385]. Для эффективного об-
разования комплексов с GPCR необходима транс-
локация β-аррестинов в плазматическую мембрану
и их накопление вблизи рецепторных комплексов
в составе структур, покрытых клатрином (clathrin-
coated endocytic structures, CCSs), еще до GRK-опо-
средуемого фосфорилирования GPCR, являюще-
гося триггером для взаимодействия с β-аррестина-
ми. Как β-аррестин, так и ассоциированные с ним
компоненты эндоцитарного аппарата, включая
адаптерный белок-2 (AP-2), способны взаимодей-
ствовать с PIP2 [446, 447]. В результате была
выдвинута гипотеза, которая сейчас получила ве-
сомые доказательства, что “каталитически активи-
рованный” β-аррестин должен находиться в ком-
плексе с мембранными PIP2 до его связывания с
рецептором и в дальнейшем PIP2 обеспечивает
надлежащее взаимодействие β-аррестинов с ли-
ганд-рецепторным комплексом и реализацию сиг-
нальных функций такого комплекса [385, 445, 448].
При изучении комплекса нейротензинового ре-
цептора 1-го типа с β-аррестином с помощью
криоэлектронной микроскопии было показано
включение в него PIP2, который образовывал мо-
стик между внутриклеточными окончаниями ТМ1
и ТМ4 рецептора и С-концевой частью молекулы
β-аррестина. При этом отрицательно заряженная
головка PIP2 образовывала солевые мостики с по-
ложительно заряженными аминогруппами остат-
ков лизина и аргинина, которые были локализо-
ваны на поверхности β-складчатых структур β-ар-
рестина, обращенных по направлению к
внутриклеточному вестибюлю трансмембранного
тоннеля рецептора [448]. Мутантный β-аррестин,
имеющий замены положительно заряженных
аминокислот Lys232Gln, Arg236Gln и Lys250Gln, не
способен образовывать комплекс с β2-AR, что пре-
пятствует как интернализации рецептора, так и
осуществлению β-аррестин-специфичных сиг-
нальных каскадов [385, 445, 446].

Детальное изучение структурных особенностей
комплексов GPCR и β-аррестинов и возможного
участия в их стабилизации PIP2 и других фосфоли-
пидов показало, что фосфолипиды наиболее
важны для образования таких комплексов в случае
GPCR класса А, но не GPCR класса B [385]. Это
обусловлено тем, что GRK-индуцированное фос-
форилирование GPCR класса А не позволяет обес-
печить эффективное взаимодействие с молекулой

β-аррестина без ее дополнительной координации с
помощью PIP2. Образование мостика между фос-
форилированным рецептором и β-аррестином
позволяет не только стабилизировать тройной
комплекс лиганд–GPCR–β-аррестин, но и обес-
печивает β-аррестин-специфичную трансдукцию,
а также интернализацию и рециклизацию GPCR.
Определенную роль здесь играет взаимодействие
PIP2 с С-концевой частью β-аррестина, что позво-
ляет обеспечить его конформацию, оптимальную
для связывания с рецептором. GRK-опосредуемое
фосфорилирование GPCR класса B в полной мере
обеспечивает рекрутирование и тесное взаимодей-
ствие с β-аррестинами, вследствие чего участие
PIP2 в этом случае не является необходимым, хотя
нельзя исключить, что фосфоинозитиды могут
влиять на другие этапы сигнальной трансдукции.
Тем самым по способности фосфоинозитидов вли-
ять на образование комплекса между рецептором и
β-аррестином все GPCR можно условно разделить
на PIP2-зависимые и PIP2-независимые [385, 386].
При переходе в активное состояние, в том числе в
G-белок-связанном состоянии, GPCR способны
накапливать PIP2 вблизи внутриклеточной части
трансмембранного домена, тем самым, презентуя
их для β-аррестинов [181, 449].

Аллостерические функции может выполнять
фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат (PI(3,4,5)P3),
продукт катализируемой фосфатидилинозитол-3-
киназой реакции, как это продемонстрировано для
рецептора паратиреоидного гормона 1-го типа
(PTH1R) [450]. Этот рецептор, как в активном, так
и в неактивном состоянии, образует комплексы с
различными липидами, включая фосфолипиды,
что указывает на присутствие в нем липид-специ-
фичных аллостерических сайтов [451, 452]. При по-
гружении в клетку в составе ранней эндосомы
PTH1R осуществляет активацию АЦ и стимулиру-
ет цАМФ-зависимые сигнальные пути. Показано,
что важную роль в эндосомальном сигналинге аго-
нист-стимулированного PTH1R играет образова-
ние комплекса лиганд–PTH1R–Gβγ-димер–β-ар-
рестин. В свою очередь, стабилизация этого ком-
плекса осуществляется с помощью PI(3,4,5)P3,
который, подобно PIP2, осуществляет координа-
цию молекул рецептора и β-аррестина в этом ком-
плексе [450, 453].

7.6. Аминокислоты, пептиды и белки
Аминокислоты и их производные

Среди 20 “канонических” природных амино-
кислот, являющихся структурными элементами
пептидов и белков у эукариотических организмов,
наибольшую роль в качестве аллостерических регу-
ляторов GPCR играют ароматические аминокис-
лоты (триптофан, тирозин и фенилаланин), а так-
же гомоцистеин и агматин, метаболиты цистеина и
аргинина соответственно [267]. Функционирова-
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ние ароматических аминокислот в качестве алло-
стерических регуляторов представляется весьма
логичным, по крайней мере, по двум причинам.
Во-первых, некоторые их производные являются
эндогенными ортостерическими агонистами
GPCR, например, серотонин, триптамин, дофа-
мин, адреналин, норадреналин, октопамин, что
предопределяет наличие множественных сайтов
связывания для них. Во-вторых, ароматические
аминокислоты, обладающие липофильными свой-
ствами, легко проникают в гидрофобные карманы
рецепторов, а также в интерфейсы между липид-
ным слоем мембраны и внешней поверхностью
трансмембранного домена, где располагаются по-
лости, являющиеся потенциальными аллостериче-
скими сайтами.

Основными мишенями аллостерического влия-
ния ароматических аминокислот являются GPCR
класса С, имеющие значительный по размеру вне-
клеточный домен, в первую очередь CaSR [454–
457]. Показано, что ароматические аминокислоты
специфично связываются с аллостерическими сай-
тами, которые расположены вблизи входа в транс-
мембранный тоннель и сформированы сегментами
CaSR, и потенцируют стимулирующее влияние
ионов кальция на активность рецептора [456].
Имеются сведения о модулирующем влиянии фе-
нилаланина и алифатических аминокислот, лей-
цина и изолейцина, на регуляторные эффекты ба-
клофена на активность GABABR, что, как считают,
вносит определенный вклад в функционирование
сигнальных систем, контролируемых γ-аминомас-
ляной кислотой [458]. Однако физиологическая
роль такого влияния до конца не ясна, тем более
что дальнейшие исследования не подтвердили воз-
можности регуляции GABABR низкими, не превы-
шающими физиологические, концентрациями фе-
нилаланина [459].

Обнаружение того факта, что гомоцистеин мо-
жет выступать в роли аллостерического регулятора
D2-дофаминового рецептора, указывает на воз-
можные дополнительные механизмы патогенети-
ческого влияния этого производного цистеина, по-
вышение концентрации которого в крови ассоции-
ровано с нейродегенеративными и эндокринными
заболеваниями. Гомоцистеин связывается с алло-
стерическим сайтом, включающим проксималь-
ные сегменты ECL3 D2-дофаминового рецептора,
снижая его активацию дофамином и функциони-
руя, тем самым, как NAM [460]. В этом отношении
интересен тот факт, что одним из подходов для ле-
чения болезни Паркинсона является применение
агониста дофаминовых рецепторов – L-3,4-дигид-
роксифенилаланина (L-DOPA), который с помо-
щью фермента катехол-O-метилтрансферазы лег-
ко превращается в гомоцистеин. У пациентов, ле-
ченных L-DOPA, в качестве одного из побочных
эффектов наблюдают гипергомоцистеинемию и

это сопровождается снижением эффективности
используемой терапии [461]. В связи с этим имеют-
ся все основания считать, что образующийся при
метилировании L-DOPA гомоцистеин аллостери-
чески снижает агонист-индуцированную актива-
цию D2-дофаминового рецептора [462]. Более того,
это объясняет и высокую эффективность ингиби-
торов катехол-O-метилтрансферазы, препятствую-
щих гипергомоцистеинемии и усиливающих эф-
фекты L-DOPA на дофаминовую систему мозга у
пациентов с болезнью Паркинсона [461].

Агматин является PAM для α2-AR, повышая
связывание с ним норадреналина, причем в основе
действия агматина лежит взаимодействие как с ал-
лостерическим, так и с ортостерическим сайтами
рецептора [463]. Активирующее влияние агматина
на функции α2-AR во многом объясняет защитные
эффекты этого декарбоксилированного производ-
ного аргинина при лечении неврологических забо-
леваний и нарушений функций сердечно-сосуди-
стой системы [464]. Показано, что агматин, также
как и L-аргинин, способен позитивно модулиро-
вать активность CaSR [465, 466]. На изолирован-
ных кардиоцитах зимующих сусликов продемон-
стрировано, что посредством связывания с CaSR
низкие дозы агматина (до 500 мкМ) вызывают
Gβγ-опосредуемую активацию 3-фосфоинозитид-
ного пути, что приводит к повышению продукции
оксида азота эндотелиальной NO-синтазой. В до-
зах выше 2 мМ агматин вызывает CaSR-опосредуе-
мую стимуляцию PLСβ и повышает уровень внут-
риклеточного кальция [465]. Тем самым в зависи-
мости от концентрации агматина происходит
перераспределение внутриклеточных сигнальных
каскадов, реализуемых через CaSR.

Пептиды и белки

Одним из хорошо исследованных пептид-
ных аллостерических регуляторов GPCR явля-
ется 5-гидрокситриптамин-модулин, представля-
ющий собой тетрапептид Leu-Ser-Ala-Leu, высво-
бождаемый в различных областях мозга. Он
специфично взаимодействует с аллостерическими
сайтами, локализованными в серотониновых ре-
цепторах 5-HT1B/1D-подтипа, и подавляет индуци-
рованную агонистами синаптосомальную актив-
ность этих рецепторов, функционируя как NAM
[467–469]. При остром иммобилизационном
стресе в различных областях мозга определяли
быстрое и значительное повышение уровня 5-гид-
рокситриптамин-модулина, что приводило к де-
сенситизации 5-HT1B/1D-серотониновых рецепто-
ров и нарушало реализуемое через него ингибиру-
ющее влияние на активность АЦ [470].

Свойства аллостерических регуляторов для раз-
личных типов каннабиноидных рецепторов проде-
монстрированы у пептидов, являющихся производ-
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ными α-гемоглобина, в первую очередь у RVD-ге-
мопрессина (RVD-hemopressin) RVDPVNFKLLSH,
обозначаемого как пепкан-12 (pepcan-12) [471–473].
RVD-гемопрессин демонстрировал активность
NAM для CB1-каннабиноидного рецептора, подав-
ляя связывание с ним ортостерического агониста
WIN55212-2 и ингибируя агонист-индуцирован-
ную активацию опосредуемых через CB1-каннаби-
ноидный рецептор сигнальных каскадов [472, 474].
Нонапептид гемопрессин PVNFKLLSH также об-
ладал способностью влиять на активность CB1-
каннабиноидного рецептора, хотя и в меньшей
степени в сравнении с пепканом-12 [475], но при
физиологических условиях в процессе гидролиза
α-гемоглобина, в отличие от пепкана-12, он не об-
разуется и потому не имеет существенного значе-
ния для клиники [471, 472]. Важно, что пепкан-12
может быть применен для нормализации пищевого
поведения и энергетического обмена при метабо-
лических расстройствах, поскольку, в отличие ан-
тагонистов ортостерического сайта CB1-каннаби-
ноидного рецептора, действует более мягко и не
вызывает депрессивных и других неврологических
расстройств [476, 477]. Одним из путей введения
пепкана-12 может быть применение его биологи-
ческого прекурсора – пепкана-23, который более
устойчив к гидролизу и надежно превращается в
пепкан-12 в условиях in vivo [478].

Укорочение пепкана-12 с N-конца всего на одну
аминокислоту наделяет полученный ундекапептид
VD-гемопрессина свойствами селективного алло-
стерического агониста CB1-каннабиноидного ре-
цептора [479, 480]. В тесте отдергивания хвоста у
мышей показано, что при спинальном и супраспи-
нальном введении VD-гемопрессин дозо-зависимо
вызывал антиноцицептивный эффект со значени-
ями EC50 менее 7 нМ, и этот эффект блокировался
селективными CB1-антагонистами [479]. При су-
праспинальном введении VD-гемопрессин также
вызывал характерную для CB1-агонистов гипотер-
мию и влиял на мотивацию пищевого поведения, и
эти эффекты снимались в присутствии CB1-анта-
гонистов [480].

В отношении CB2-каннабиноидного рецептора
пепкан-12, действуя в наномолярных концентра-
циях, проявляет свойства PAM, потенцируя стиму-
лирующие эффекты CB2-агонистов, в том числе
2-арахидоноилглицерина [473]. В присутствии
пепкана-12 усиливаются как стимулирующие эф-
фекты этих агонистов на ГТФ-связывающую ак-
тивность Gi-белков, так и реализуемое через них
ингибирование АЦ. Поскольку содержание пепка-
на-12 и его прекурсора пепкана-23 повышается при
ишемии и воспалительных процессах, а CB2-кан-
набиноидные рецепторы выполняют при этих па-
тологических состояниях защитные функции, то
генерацию пепкана-12, как агониста этих рецепто-

ров, можно рассматривать в качестве молекуляр-
ного механизма реализации этих функций [473].
Принимая во внимание локализацию аллостериче-
ских сайтов в молекуле CB2-каннабиноидного ре-
цептора, связывание пепкана-12 и его аналогов
осуществляется предположительно с сайтами H и
J, локализованными во внеклеточном преддверии
трансмембранного тоннеля и прикрывающими
сверху ортостерический сайт [481]. Необходимо от-
метить, что недавно был идентифицирован еще
один пептидный регулятор с активностью ago-
PAM для CB2-каннабиноидного рецептора – пеп-
тид остеогенного роста (osteogenic growth peptide,
OGP), который предотвращает потерю костной
ткани при старении [482]. Тем самым, каннабино-
идные рецепторы являются мишенями для целого
ряда пептидов, образующихся как в норме, так и в
условиях патологии, и способных аллостерически
влиять на нервную и другие системы организма,
дифференцированно регулируя различные типы
каннабиноидных рецепторов [483].

Мишенями белков, обогащенных положитель-
но заряженными аминокислотами, являются
mACh2R. Эти белки взаимодействуют с отрица-
тельно заряженным аллостерическим сайтом, рас-
положенным в области внеклеточного входа в
трансмембранный тоннель рецептора [484]. Поли-
катионный белок протамин, основной белок мие-
лина, положительно заряженный пептид динор-
фин-А(1-13) [485, 486], некоторые токсины яда
змей [487], а также обогащенный остатками арги-
нина доминантный основный белок эозинофилов
(eosinophil major basic protein) [488, 489], в больших
количествах высвобождаемый у пациентов с брон-
хиальной астмой в области воспаления и активиру-
ющий тучные клетки и нейтрофилы, негативно
регулируют mACh2R-опосредуемый сигналинг,
причем их действие, за исключением компонентов
яда змей, высоко специфично по отношению к
mACh2R.

Достаточно интересен тот факт, что аллостери-
ческие свойства присущи глутатиону, представля-
ющему собой трипептид γ-Glu-Cys-Gly, основной
функцией которого является поддержание окисли-
тельно-восстановительного баланса в клетке. Глу-
татион, подобно ароматическим аминокислотам,
позитивно воздействует на активность CaSR [490,
491]. При этом основным физиологическим ре-
зультатом такого взаимодействия является измене-
ние продукции паратиреоидного гормона фолли-
кулярными клетками паращитовидной железы, в
том числе при различных формах гиперпаратирео-
за [491]. Тем самым изменение содержания глута-
тиона может приводить к патологии не только
вследствие нарушений окислительно-восстанови-
тельного баланса в организме, но и путем измене-
ния функциональной активности CaSR и его сиг-
нальных каскадов [492].
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7.7. Аутоантитела к GPCR

В результате деградации GPCR и их комплек-
сов, нарушения процессинга рецепторов и их внут-
риклеточной локализации, как в норме, так и в
условиях патологии (онкологические и эндокрин-
ные заболевания, травмы, воспалительные процес-
сы, некроз, аутофагия), генерируется большое чис-
ло различающихся по размеру и локализации фраг-
ментов GPCR. В дальнейшем эти фрагменты
выступают в роли антигенов, к которым вырабаты-
ваются специфичные ауто-GPCR-антитела. В по-
следние годы проводятся интенсивные исследова-
ния по идентификации и изучению механизмов
образования таких антител, а также выясняются
молекулярные механизмы их действия и их роль в
развитии аутоиммунных заболеваний [116, 493–
495]. Наибольший интерес представляют антитела,
вырабатываемые на внеклеточный N-концевой до-
мен и ECLs GPCR, поскольку в физиологических
условиях они способны с высокой специфично-
стью взаимодействовать с внеклеточными участка-
ми рецепторов и аллостерически влиять на их
функциональную активность и сродство к агони-
стам.

Одни аутоантитела характеризуются агонист-
подобной активностью, вызывая повышение ба-
зальной активности GPCR, или потенцируют сти-
мулирующие эффекты агонистов, функционируя
как PAM. Другие аутоантитела подавляют регуля-
торные эффекты агонистов, снижая их сродство к
GPCR и предотвращая активацию внутриклеточ-
ных сигнальных каскадов, функционируя, тем са-
мым, как NAM. Ряд аутоантител имеют более
сложный спектр биологической активности, обес-
печивая предвзятость внутриклеточного сигналин-
га и модулируя активность других аллостерических
GPCR-регуляторов [494]. Основными мишенями
ауто-GPCR-антител являются либо N-концевые
внеклеточные домены и их спейсеры с трансмем-
бранным доменом, как это имеет место в случае ре-
цептора ТТГ [496, 497] и CaSR [498], либо ECLs ре-
цепторов, как это продемонстрировано для боль-
шого числа GPCR класса А [494]. Определяющая
роль в таких взаимодействиях принадлежит ECL2,
которая в большинстве рецепторов не только самая
значительная по размеру, но и локализована при
входе в трансмембранный тоннель, влияя на до-
ступность ортостерического сайта и на взаимное
расположение ТМ, вовлеченных в передачу сигна-
ла с ортостерического сайта к трансдукторным
белкам. Установлено, что ауто-GPCR-антитела
взаимодействуют с этой петлей в случае различных
типов адренергических рецепторов (β1-AR, β2-AR,
α1-AR) [499–501], мускариновых ацетилхолиновых
рецепторов (mACh2R, mACh3R) [502, 503], AT1-ан-
гиотензинового [504, 505] и 5-HT4-серотонинового
рецепторов [506]. В то же время в ряде случаев во
взаимодействии с ауто-GPCR-антителами прини-

мают участие ECL1 и ECL3, как правило, в коорди-
нации друг с другом или другими внеклеточными
сегментами, как это показано для β1-AR [500],
α1-AR [507], μ-опиоидного рецептора [508],
mACh3R [503, 509].

В настоящее время имеется большое число сви-
детельств о вовлеченности ауто-GPCR-антител в
этиологию и патогенез различных заболеваний у
человека и животных, хотя только в ограниченном
числе случаев доказана их ведущая роль в развитии
патологических процессов. Это обусловлено как
тем, что не всегда ясно, являются ли ауто-GPCR-
антитела первопричиной заболеваний или образу-
ются в результате нарушенной иммунотолерантно-
сти, так и отсутствием во многих случаях информа-
ции о первичной структуре и пространственной
организации ауто-GPCR-антител и эпитопах их
специфического связывания с GPCR. Может счи-
таться доказанной роль аутоантител к β2-AR,
AT1-ангиотензиновому рецептору и mACh2R (как
правило, к их ECL2) в развитии кардиомиопатий и
других сердечно-сосудистых патологий, аутоанти-
тел к ETA-эндотелиновому рецептору – в развитии
легочной артериальной гипертензии, аутоантител
к mACh3R – в патогенезе синдрома Шегрена, ауто-
антител к AT1-ангиотензиновому рецептору – в
развитии преэклампсии, аутоантител к MC4R – в
патогенезе ожирения и метаболического синдро-
ма, аутоантител к mGluR1 – в этиологии и патоге-
незе церебральной атаксии. Общепризнана роль
аутоантител к рецептору ТТГ в этиопатогенезе за-
болеваний щитовидной железы, в том числе ауто-
иммунного гипертиреоза (болезни Грейвса), кар-
циномы щитовидной железы, аутоиммунного ти-
реоидита (болезни Хашимото), причем по
фармакологическому профилю эти аутоантитела
могут относиться к различным группам аллостери-
ческих регуляторов.

Некоторые ауто-GPCR-антитела выявлены и у
здоровых людей, что предполагает их участие в
контроле физиологических и биохимических про-
цессов [510, 511]. Если для значительного числа та-
ких аутоантител их физиологические функции
остаются не выясненными, то для аутоантител к β1-
и β2-AR [512, 513], μ- и δ-опиоидным рецепторам
[508, 514, 515], ETA-эндотелиновому рецептору
[510] и хемокиновому рецептору CCR5 [516, 517]
показана их специфическая активность, которая в
ряде случаев может быть полезной для организма.
Так, например, аутоантитела к δ-опиоидному ре-
цептору с агонистической активностью проявляют
иммуномодуляторную активность и осуществляют
cross-talk между иммунной и нейроэндокринной
системами [515]. Стимулирующие аутоантитела к
μ-опиоидному рецептору, связываясь с аллостери-
ческим сайтом, включающим проксимальные
участки ECL1 и ECL3, мимикрируют эффекты
морфина и, наряду с этим, принимают участие в
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контроле гомеостаза лимфоцитов [508, 514]. Ауто-
антитела к ETA-эндотелиновому рецептору прояв-
ляют хемотактическую активность, влияя на ми-
грацию нейтрофилов, что свидетельствует об их
вовлечении в функционирование иммунной систе-
мы [510]. Блокирующие аутоантитела к хемокино-
вому рецептору CCR5, который является корецеп-
тором для вируса иммунодефицита человека 1-го
типа (HIV-1) и способствует его проникновению в
клетку-мишень, обнаружены как у здоровых,
HIV-1-отрицательных, субъектов, так и у пациен-
тов, инфицированных HIV-1, но длительное время
не имеющих признаков развития синдрома приоб-
ретенного иммунодефицита [516–518]. Защитные
свойства этих аутоантител обусловлены их способ-
ностью препятствовать активации рецептора
CCR5 агонистами, а также их способностью блоки-
ровать проникновение вируса в клетку, что препят-
ствует размножению HIV-1 и генерализации вирус-
ной инфекции [516–519]. Аутоантитела к β1-АР,
выявленные у значительной части субъектов без
каких-либо признаков сердечно-сосудистой пато-
логии, в отличие от таковых у больных с дилатаци-
онной кардиомиопатией не были способны стиму-
лировать β1-АР, а в ряде случаев имели слабую ан-
тагонистическую активность [512]. Эти антитела
создают в своем роде регуляторный “буфер”, поз-
воляющий смягчить активирующие воздействия
β-агонистов на адренергическую систему и предот-
вратить нарушения функций сердечно-сосудистой
системы. Такие регуляторные “буферные” систе-
мы могут функционировать и для других GPCR-
систем, тем самым являясь неотъемлемым компо-
нентом сигнальной трансдукции.

Аутоантитела к GPCR характеризуются пред-
взятостью внутриклеточного сигналинга, будучи
способны селективно активировать определенные
типы G-белков и β-аррестинов. Так, при взаимо-
действии с β2-AR, которые функционально могут
сопрягаться как с Gs-, так и с Gi-белками, оказыва-
ющими противоположные влияния на цАМФ-за-
висимые сигнальные пути, ауто-β2-AR-антитела
способны как стимулировать АЦ, активируя
Gs-белки [501], так и снижать продукцию цАМФ
через посредство активации Gi-белков [520]. В обо-
их случаях они взаимодействуют с эпитопами, ло-
кализованными в ECL2. Следует отметить, что ин-
гибирующие АЦ аутоантитела получают от паци-
ентов с тяжелой сердечно-сосудистой патологией.
Обработка коклюшным токсином, инактивирую-
щим α-субъединицу Gi-белка, блокирует ингиби-
рующее влияние этих аутоантител на АЦ, что ука-
зывает на определяющую роль Gi-белков в этих эф-
фектах [520]. Показано, что одни типы аутоантител
к β1-AR, полученные из крови пациентов с диала-
тационной кардиомиопатией, способны активиро-
вать G-белки, в то время как другие аутоантитела
предвзято стимулируют β-аррестиновые каскады,

включающие в качестве эффекторных звеньев ки-
назы ERK1/2 [521].

Аутоантитела к 5-HT2A-серотониновому рецепто-
ру, в зависимости от источника получения, были из-
бирательны в отношении различных типов G-бел-
ков, функционально сопряженных с этим рецепто-
ром [522, 523]. Аутоантитела к этому рецептору,
полученные от пожилых пациентов с сахарным диа-
бетом и нефропатией, а также с осложнениями,
вызванными ожирением и воспалительными про-
цессами, вызывали активацию Gq/11-белков и PLCβ
и приводили к усилению внутриклеточного каль-
циевого сигналинга [522], в то время как ауто-5-
HT2AR-антитела, полученные от пациентов с ши-
зофренией, стимулировали сигнальные пути,
опосредуемые через Gi/o-белки [523]. Аутоанти-
тела к эктодомену CaSR, полученные из крови
пациента с синдромом приобретенной гипокаль-
циурической гиперкальциемии, селективно стиму-
лировали сигнальные пути, реализуемые через Gq/11-
белки, но не влияли на активность Gi/o-белков, ко-
торые также сопряжены с CaSR [524, 525]. Было
показано, что аллостерический сайт для изолиро-
ванных аутоантител с Gq/11-белок-специфичной
активностью локализован во внеклеточном домене
типа венериной мухоловки (Venus f lytrap domain)
вблизи Ca2+-связывающего сайта. Поскольку ми-
шенью цинакальцета (cinacalcet), PAM для CaSR,
является аллостерический сайт, локализованный в
трансмембранном тоннеле рецептора, то он эф-
фективно снимает ингибирующее воздействие
аутоантител на CaSR и может быть использован
для нормализации уровня кальция в крови при
аутоиммунных формах гиперкальциемии [525].

Помимо влияния на связывающие характери-
стики рецепторов и их функциональную актив-
ность, ауто-GPCR-антитела могут влиять на пере-
мещение рецепторов между внутриклеточными
компартментами [493, 494]. В отличие от ортосте-
рических агонистов и некоторых низкомолекуляр-
ных аллостерических модуляторов, ауто-GPCR-
антитела, индуцируя интернализацию рецептора,
препятствуют его дальнейшей рециклизации, что в
конечном итоге приводит к снижению числа ре-
цепторов на поверхности клетки и ослабляет сиг-
нальную трансдукцию. Это показано для аутоанти-
тел к хемокиновому рецептору CCR5 и mGlu5R
[519, 526, 527], причем процесс интернализации
происходит существенно медленнее, чем при акти-
вации рецепторов эндогенными агонистами.

Для изучения функциональной активности и
механизмов действия циркулирующих в крови
ауто-GPCR-антител и для создания новых аутоан-
тител с целью разработки селективных GPCR-зон-
дов и изучения потенциальной патогенетической
роли ауто-GPCR-антител в развитии заболеваний
широко применяют синтетические пептиды, соот-
ветствующие функционально важным внеклеточ-
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ным сегментам рецепторов, а также выработанные
к ним моноклональные антитела. Этот подход еще
в 1990-е годы был успешно использован для полу-
чения и дальнейшего исследования аутоантител к
β1-и β2-AR, играющих ведущую роль в развитии
кардиомиопатии и других сердечно-сосудистых
патологий. В результате изучения большого числа
аутоантител было установлено, что у пациентов с
кардиомиопатией и болезнью Чагаса эпитоп, на
который вырабатывались ауто-β1-AR-антитела,
включает короткий фрагмент 201–205 ECL2, у па-
циентов с послеродовой кардиомиопатией – фраг-
мент 200–210 ECL2, у пациентов с дилатационной
кардиомиопатией – взаимоперекрывающиеся
фрагменты 183–208, 197–202, 206–212 и 213–218,
соответствующие ECL2 и внеклеточному оконча-
нию TM4 [500, 528, 529]. В дальнейшем с помощью
циклических пептидов, по первичной структуре и
пространственной организации соответствующих
ECL2 рецептора, было показано, что ключевым
эпитопом для выработки “патогенных” аутоанти-
тел к β1-AR у пациентов с кардиомиопатией, явля-
ется короткий сегмент 211–214, локализованный в
С-концевой части обратно ориентированной α-
спирали, образуемой ECL2. При взаимодействии
ауто-β1-AR-антител с этим сегментом происходит
нейтрализация отрицательно заряженного остатка
Asp212, что приводит к стабилизации активной кон-
формации рецептора и опосредует свойства ауто-
антител, как аллостерических агонистов [530]. В
экспериментах с грызунами включающие эти сег-
менты циклические пептиды, структурно подоб-
ные ECL2 β1-AR, оказывали кардиопротекторный
эффект, защищая животных от патогенного воз-
действия ауто-β1-AR-антител [530–532].

Нами для изучения функциональной роли ме-
ланокортиновых рецепторов в развитии метаболи-
ческих расстройств и выяснения потенциальных
детерминант, мишеней аутоантител, были синте-
зированы конъюгаты пептидов, соответствующих
различным внеклеточным участкам MC3R и MC4R.
В результате было показано, что многократная, на
протяжении года, иммунизация крыс с помощью
БСА-конъюгата пептида 11–25, соответствующего
внеклеточному N-концевому домену MC4R, и
БСА-конъюгата пептида 269–280, соответствую-
щего ECL3 MC3R, приводила к значимым метабо-
лическим и гормональным изменениям, характер-
ным для метаболического синдрома [533–535].
Выбор указанных участков основывался на резуль-
татах экспериментальных и клинических исследо-
ваний аутоантител к MC3R и MC4R, которые были
проведены ранее группой швейцарских ученых под
руководством Karl Hofbauer [536–538]. Иммуниза-
ция пептидом 11–25 приводила к повышению мас-
сы тела и жировой ткани и уровней глюкозы и ин-
сулина в крови, нарушению толерантности к глю-
козе, инсулиновой резистентности, отчетливо

выраженной дислипидемии [533], а также индуци-
ровала гипотиреоидное состояние [535]. В свою
очередь, иммунизация пептидом 269–280 вызыва-
ла значительное повышение массы жировой ткани
при относительно небольшом изменении общей
массы тела, что указывает на жировое перерожде-
ние мышечной ткани. У иммунизированных этим
пептидом крыс отмечали повышение индекса ате-
рогенности, гиперглицеридемию, инсулиновую
резистентность, а также снижение продукции ти-
реоидных гормонов, что указывает на развитие ме-
таболического синдрома с признаками гипотирео-
идного состояния [534].

VIII. СИНТЕТИЧЕСКИЕ
АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ GPCR

Разработка новых аллостерических регуляторов
GPCR является одним из магистральных направ-
лений в фармакологии. Для значительного числа
GPCR имеется большое число различных по хими-
ческой природе и механизмам действия аллостери-
ческих регуляторов с различной фармакологиче-
ской активностью. Одни из них действуют на сай-
ты, включающие ECLs и внеклеточный вестибюль
трансмембранного тоннеля рецептора, другие про-
никают внутрь этого тоннеля и специфично связы-
ваются с аллостерическими сайтами, локализован-
ными в трансмембранном домене, в то время как
третьи сначала преодолевают плазматическую
мембрану и в дальнейшем специфично взаимодей-
ствуют с аллостерическими сайтами, локализован-
ными в ICLs и во внутриклеточном преддверии
трансмембранного тоннеля. Структурно аллосте-
рические регуляторы обычно представляют собой
небольшие органические молекулы, как правило,
гетероциклической природы, которые могут иметь
гидрофильную или гидрофобную природу. Доста-
точно интересную группу аллостерических регуля-
торов представляют синтетические пептиды, в том
числе те из них, которые по своей первичной
структуре сходны с функционально важными
участками GPCR или с участками внутриклеточ-
ных сигнальных белков (в первую очередь, G-бел-
ков и β-аррестинов), ответственных за взаимодей-
ствие с рецептором. Поскольку их мишенями чаще
являются внутриклеточные участки GPCR, то для
эффективного проникновения через мембрану и
фиксации вблизи места взаимодействия с аллосте-
рическими сайтами рецептора, такие пептиды
должны быть модифицированы гидрофобными ра-
дикалами (остатками пальмитата, миристата и др.)
или иметь поликатионную природу, что обеспечи-
вает им эффективный транспорт через плазматиче-
скую мембрану.

В рамках этого обзора мы акцентируем внима-
ние на синтетических аллостерических регулято-
рах рецепторов ТТГ и ЛГ/ХГЧ. Эти рецепторы от-
носятся к GPCR подкласса А10 и отличаются от
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Таблица 2. Обзоры и аналитические статьи по аллостерическим регуляторам различных GPCR

Рецептор Ссылка Краткое описание

Мускариновые ацетилхолиновые рецепторы [539] Систематизированы данные по PAM и аллостерическим
агонистам для mACh1R, а также по PAM для mACh4R и
mACh5R. Эти регуляторы могут применяться для лечения
депрессии, шизофрении, привыкания, нейродегенератив-
ных заболеваний, двигательных расстройств, нейропатиче-
ской боли и ряда других дисфункций ЦНС

Мускариновые ацетилхолиновые рецепторы [425] Проанализированы данные по структуре и механизмам дей-
ствия аллостерических регуляторов различных типов
mAChR, включая PAM, а также по битопным лигандам, вза-
имодействующим как с аллостерическими, так и с ортосте-
рическими сайтами рецепторов. Эти регуляторы могут
применяться для лечения неврологических расстройств,
болезни Альцгеймера, сахарного диабета 2-го типа

Мускариновые ацетилхолиновые рецепторы [540] Проанализированы результаты исследований аллостериче-
ских регуляторов mACh1R, mACh4R и mACh5R, обсуждены
перспективы их применения для лечения привыкания к
алкоголю и психотропным препаратам

Мускариновые ацетилхолиновые рецепторы [422] Представлены данные об аллостерической регуляции
активности mAChR с помощью холестерина, нейростерои-
дов, стероидных гормонов, включая их синтетические ана-
логи, а также о механизмах их действия и локализации
аллостерических сайтов

Метаботропные глутаматные рецепторы [541] Представлены данные по PAM, NAM и SAM для различных
классов mGluR, обсуждаются механизмы их действия, взаи-
моотношения структура-активность, а также терапевтиче-
ский потенциал при лечении тревожности, депрессии,
шизофрении, болезни Паркинсона и синдрома Мартина-
Белл (Fragile X syndrome)

Метаботропные глутаматные рецепторы [539] Систематизированы данные по PAM и NAM для mGluR1,
mGluR2, mGluR5, по PAM для mGluR4, по NAM для
mGluR3 и mGluR7, по аллостерическим агонистам для
mGluR7 и mGluR8. Эти регуляторы могут применяться для
лечения депрессивных состояний, привыкания, нейропати-
ческой боли, мигрени, шизофрении и ряда других невроло-
гических расстройств

Метаботропные глутаматные рецепторы [542] Обобщены и проанализированы данные о NAM для
mGluR5, обсуждается подходы для их дизайна, терапевти-
ческий потенциал этих соединений при лечении глутамат-
ассоциированных нейродегенеративных и неврологиче-
ских заболеваний

Метаботропные глутаматные рецепторы [543] Проанализированы данные о дизайне и соотношении
структура-активность аллостерических регуляторов для раз-
личных типов mGluR, а также информация о локализации и
пространственной структуре сайтов их связывания
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Метаботропные глутаматные рецепторы [544] Описаны свето-регулируемые аллостерические лиганды для
различных типов метаботропных глутаматных рецепторов,
а также показана их роль в установлении механизмов дей-
ствия аллостерических регуляторов mGluR и в определении
локализации аллостерических сайтов

Серотониновые рецепторы [462] Описаны структура и фармакологические свойства низко-
молекулярных синтетических PAM и NAM для 5-HT1AR,
5-HT2AR, 5-HT2BR и 5-HT2CR, в сравнении с таковыми
эндогенных аллостерических модуляторов. Рассмотрены
перспективы их применения для лечения шизофрении и
других неврологических расстройств

Дофаминовые рецепторы [462] Описаны структура и фармакологические свойства низкомо-
лекулярных синтетических PAM и NAM для D1-, D2-, D3- и
D4-дофаминовых рецепторов, в сравнении с гомоцистеином и
другими эндогенными аллостерическими их модуляторами

Дофаминовые рецепторы [545] Обобщены данные о механизмах действия и соотношении
структура-активность для аллостерических модуляторов
D2-дофаминовых рецепторов, а также приведена информа-
ция об их терапевтическом потенциале при лечении
болезни Паркинсона, шизофрении и некоторых других нев-
рологических расстройств

Опиоидные рецепторы [546] Представлены новые стратегии для создания аллостериче-
ских модуляторов опиоидных рецепторов, в основном μ-
типа, которые позволяют усилить противоболевые эффекты
опиатов при ослаблении их побочных эффектов

Каннабиноидные рецепторы [547] Проанализированы свойства и механизмы действия алло-
стерических регуляторов CB1R, таких как хорошо зареко-
мендовавшие себя ORG27569, PSNCBAM-1 и их
производные, а также некоторых новых соединений,
обсуждены перспективы их применения для купирования
боли, голода, снижения зависимости к наркотикам, а также
при лечении нейродегенеративных заболеваний

Каннабиноидные рецепторы [548] Обобщены данные по структуре, активности и локализации
сайтов связывания для аллостерических регуляторов CB1R
и CB2R, показано отсутствие их существенного влияния на
десенситизацию и толерантность рецепторов, характерные
для лигандов ортостерического сайта, а также продемон-
стрированы предвзятость внутриклеточного сигналинга и
высокая селективность аллостерических регуляторов кан-
набиноидных рецепторов

Каннабиноидные рецепторы [549] Проанализированы механизмы влияния аллостерических
модуляторов на предвзятость внутриклеточного сигна-
линга, осуществляемого через CB1R, оценены перспективы
использования таких модуляторов в таргетном лечении нев-
рологических и психиатрических расстройств

Рецептор Ссылка Краткое описание

Таблица 2. Продолжение
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Каннабиноидные рецепторы [550] Представлены новые данные по структуре аллостерических
регуляторов CB1R и CB2R, а также по структуре и локализа-
ции их аллостерических сайтов

Адренергические рецепторы, опиоидные 
рецепторы

[551] Проанализировано перекрестное влияние различных алло-
стерических регуляторов адренергических и опиоидных
рецепторов, позволяющее оптимизировать терапевтические
эффекты агонистов этих рецепторов, обобщены механизмы
такого влияния, в основе которых лежит образование функ-
ционально активных гетеродимерных комплексов. Приме-
нение смесей регуляторов адренергических и опиоидных
рецепторов позволит существенно расширить терапевтиче-
ский потенциал их действия, что важно для предотвраще-
ния толерантности к агонистам этих рецепторов и лечения
заболеваний нервной и сердечно-сосудистой систем

5-HTR, mAChR, опиоидные рецепторы [552] Проанализирована структура и механизмы действия алло-
стерических регуляторов различных типов 5-HTR, mAChR
и опиоидных рецепторов на моторику желудочно-кишеч-
ного тракта

mAChR, mGluR, CB1R, GLP1R [553] Рассмотрены аллостерические модуляторы, которые кова-
лентно, за счет реакционноспособных групп, присоединя-
ются к аллостерическим сайтам различных GPCR, что
позволяет определить локализацию и структурную органи-
зацию этих сайтов и исследовать механизмы действия алло-
стерических модуляторов

mGluR, GABABR [554] Подробно обсуждаются новые аллостерические модуля-
торы mGluR и GABABR, которые стабилизируют образова-
ние ди- и олигомерных комплексов, что необходимо для
полноценной активации G-белков и β-аррестинов и обес-
печения предвзятости внутриклеточного сигналинга. Это
обеспечивается при взаимодействии таких модуляторов с
аллостерическими сайтами, локализованными в области
контактов между протомерами

Аденозиновые рецепторы [555] Представлены новые данные о структуре и эффективности
аллостерических модуляторов A2AR, обсуждается их роль в
коррекции воспалительных процессов, неврологических
расстройств, когнитивного дефицита, режима сон-бодр-
ствование, проанализированы преимущества этих модуля-
торов над агонистами и антагонистами ортостерического
сайта A2AR

Аденозиновые рецепторы [556] Обобщены и проанализированы данные об аффинности,
эффективности и кооперативности аллостерических моду-
ляторов A1R, обсуждаются их терапевтический эффект для
лечения миокардиальных нарушений при ишемии-репер-
фузии, эпилепсии, нейропатической боли, а также приме-
нение таких модуляторов для улучшения когнитивных
функций

Рецептор Ссылка Краткое описание

Таблица 2. Продолжение
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Рецептор нейропептида S, MC4R [557] Проанализированы фармакологические характеристики
аллостерических антагонистов, аллостерических инверси-
онных агонистов и NAM для MC4R и рецептора нейропеп-
тида S, как препаратов для контроля аппетита, а также
неврологических расстройств, обусловленных потребле-
нием психоактивных соединений

Ангиотензиновые рецепторы [558] Основываясь на структурных характеристиках AT1R и AT2R,
продемонстрированы локализация и функциональное значе-
ние в них аллостерических сайтов, приведены сведения об
аллостерических регуляторах этих рецепторов и механизмах их
действия, а также оценен их терапевтический потенциал

GLP1R [559] Проанализированы дизайн, структура и эффективность
непептидных аллостерических агонистов и PAM для
GLP1R, обусловленная ими предвзятость внутриклеточного
сигналинга, механизмы взаимодействия аллостерических и
ортостерических регуляторов GLP1R, а также перспективы
применения аллостерических регуляторов GLP1R для лече-
ния сахарного диабета 2-го типа и других метаболических
расстройств

Рецепторы свободных жирных кислот [117] Представлены результаты по эффективности и фармаколо-
гическому профилю аллостерических регуляторов рецепто-
ров FFAR-семейства, таких как FFAR1 (GPR40), FFAR2
(GPR43), FFAR3 (GPR41), FFAR4 (GPR120), GPR84,
обсуждаются перспективы их применения для лечения
метаболических, инфекционных, эндокринных и сердечно-
сосудистых заболеваний

Рецептор свободных жирных кислот GPR40 [560] Представлены данные о специфической активности и меха-
низмах действия аллостерических регуляторов (PAM, ago-
PAM) рецептора длинноцепочечных жирных кислот GPR40,
которые могут быть эффективны при лечении метаболических
расстройств, включая сахарный диабет 2-го типа

5-HT2CR [561] Обсуждаются PAM для 5-HT2CR и их терапевтический
потенциал для нормализации пищевого поведения и лече-
ния ожирения и других метаболических расстройств, дела-
ется акцент на безопасности применения этих модуляторов
в сравнении с ортостерическими 5-HT2CR-агонистами

Рецептор N-формилпептида [562] Описана роль пептидов, производных сывороточного ами-
лоидного белка SAA (single serum amyloid A (SAA) protein),
как аллостерических модуляторов рецептора N-формил-
пептида FPR2, в том числе в контроле миграции нейтрофи-
лов и моноцитов

Окситоциновый рецептор, 
его гетерокомплексы

[563] Обсуждаются аллостерические модуляторы, которые вли-
яют на активность окситоцинового рецептора посредством
регуляции его гомодимеризации и гетеродимеризации с
другими GPCR (D2-дофаминовым рецептором, 5-HT2AR,
5-HT2CR). Анализируются общие принципы влияния алло-
стерических регуляторов на комплексообразование GPCR

Рецептор Ссылка Краткое описание

Таблица 2. Окончание
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большинства других представителей класса А на-
личием значительного по объему эктодомена, в ко-
тором локализован высокоаффинный ортостери-
ческий сайт для связывания гликопротеиновых
гормонов. Оба рецептора имеют исключительно
важное значение для функционирования тиреоид-
ной и репродуктивной систем и вовлечены в пато-
генез большого числа заболеваний. Выбор этих ре-
цепторов обусловлен тем, что нами, в лаборатории
молекулярной эндокринологии и нейрохимии Ин-
ститута эволюционной физиологии и биохимии
им. И.М. Сеченова, на протяжении более десяти
лет проводится разработка как низкомолекуляр-
ных (на основе структуры тиенопиримидина), так
и пептидных (на основе структуры ICL3) аллосте-
рических регуляторов рецепторов ТТГ и ЛГ/ХГЧ.
По другим классам GPCR имеется большое число
исчерпывающих обзоров и аналитических статей,
наиболее значимые из которых представлены в
табл. 2.

Следует отметить, что, несмотря на несколько
тысяч синтезированных в настоящее время алло-
стерических регуляторов для более чем 80 типов
GPCR, наделенных специфической биологиче-
ской активностью, число тех из них, которые одоб-
рены для клинического применения или находятся
на заключительных стадиях клинических испыта-
ний, сравнительно невелико [185]. Это во многом
обусловлено тем, что требуются более длительные,
чем в случае ортостерических лигандов, исследова-
ния фармакологического профиля аллостериче-
ских регуляторов, с учетом большого диапазона их
регуляторных эффектов, в том числе в отношении
GPCR, стимулированных ортостерическими аго-
нистами. К тому же начало эры разработки и внед-
рения аллостерических регуляторов по времени су-
щественно отстает от начала эры лигандов ортосте-
рических сайтов GPCR, в среднем на 30–40 лет,
что и определяет существенное отставание рынка
аллостерических регуляторов GPCR.

В настоящее время, согласно данным базы ал-
лостерических регуляторов (Allosteric Database,
http://mdl.shsmu.edu.cn/ASD), только четыре пре-
парата одобрены для клинического применения в
соответствии с принципами FDA (U.S. Food and
Drug Administration) [564]: препарат Cinacalcet,
PAM для кальций-чувствительного рецептора
CaSR, который применяется для нормализации
уровня кальция в крови пациентов с гиперпарати-
реоидизмом [565, 566]; препарат Ticagrelor, NAM
для P2Y12-пуринергического рецептора, использу-
емый для лечения инсульта и острого коронарного
синдрома [567, 568]; препарат Ivermectin, PAM для
GABABR, который обладает антибактериальными
и противовирусными свойствами, в том числе бу-
дучи эффективным при лечении малярии [569,
570]; препарат Avacopan, NAM для хемокинового
рецептора C5aR1, предназначенный для лечения

васкулитов, ассоциированных с цитоплазматиче-
скими антителами к нейтрофилам [571–573]. Це-
лая серия NAM для mGluR5, а также препарат Ver-
cirnon, NAM для хемокинового рецептора CCR9,
находятся на третьей стадии клинических испыта-
ний [185].

IX. РЕЦЕПТОР ТИРЕОТРОПНОГО ГОРМОНА 
И ЕГО АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ

9.1. Структурно-функциональная организация 
рецептора ТТГ, механизмы его активации 

и сигнальные каскады

ТТГ, эндогенный агонист рецептора ТТГ, отно-
сится к семейству гликопротеиновых гипофизар-
ных гормонов, к которому также принадлежат го-
надотропины. ТТГ и гонадотропины состоят из
одинаковой по первичной структуре α-субъедини-
цы, кодируемой одним геном, и структурно раз-
личных β-субъединиц, которые, тем самым, опре-
деляют тип гормона. В мономерном состоянии
β-субъединица (118 АКО) лишена активности и
способна взаимодействовать с рецептором ТТГ,
только находясь в комплексе с α-субъединицей,
включающей 92 АКО, в том числе 10 остатков ци-
стеина, образующих дисульфидные связи. В ходе
посттрансляционного процессинга β-субъединица
подвергается ограниченному протеолизу, укорачи-
ваясь до 112 АКО, после чего в процессе N-глико-
зилирования модифицируется отрицательно заря-
женными N-гликанами по остатку Asn23 в молеку-
ле β-субъединицы и по остаткам Asn52 и Asn78 в
молекуле α-субъединицы [574].

Рецептор ТТГ, наряду с рецепторами гонадо-
тропинов, релаксина и инсулиноподобного пепти-
да-3, формирует подкласс А10 класса A GPCR или,
по другой классификации, относится к группе δ
GPCR. Отличительными особенностями рецепто-
ра ТТГ являются значительный по размеру эктодо-
мен (около 400 АКО), в котором локализован орто-
стерический сайт. Эктодомен может быть разделен
на субдомен, сформированный 11 повторяющими-
ся участками, обогащенными остатками лейцина
(leucine-rich repeats, LRR), и шарнирную область
(hinge region), обогащенную цистеином, выполня-
ющую функции спейсера, соединяющего LRR-
субдомен с трансмембранным доменом [575]. По
аминокислотной последовательности и некоторым
структурным особенностям трансмембранный до-
мен рецептора ТТГ близок таковому β2-AR, хотя
при сравнении пространственной структуры
трансмембранных доменов этих рецепторов выяв-
ляются существенные различия. Наиболее значи-
мое из них обусловлено тем, что в ТМ5 рецептора
ТТГ в позиции 5.50 локализован остаток Ala593, в то
время как в β2-AR и в других GPCR класса А в этой
позиции расположен остаток пролина, который
изгибает ТМ5 и скручивает ее по направлению к
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ECL2. Замена спиралеразрушающего остатка про-
лина на аланин в рецепторе ТТГ приводит к стаби-
лизации ТМ5 в α-спиральной конформации и
предотвращает излом этого участка [576, 577]. Еще
одной структурной особенностью рецептора ТТГ
является локализация остатка метионина в поло-
жении 637 в ТМ6 (6.48), где в большинстве GPCR
располагается остаток триптофана. Замена метио-
нина на триптофан способствует стабилизации
конституитивно активированного состояния ре-
цептора ТТГ [578]. Анализ аминокислотных замен
показывает, что наиболее важными для функцио-
нальной активности являются взаимодействия
между ТМ5 и ТМ6 и между ТМ3 и ТМ5, поскольку
их нарушение вызывает критические изменения
базальной активности рецептора и способствуют
его переходу в гиперактивированное состояние,
что ассоциировано как с гиперстимуляцией синте-
за тиреоидных гормонов, так и с повышением он-
когенного потенциала, вызванного неконтролиру-
емой стимуляцией ТТГ-зависимых внутриклеточ-
ных каскадов [579].

Эндогенными регуляторами рецептора ТТГ, на-
ряду с самим гормоном, являются специфичные к
рецептору ТТГ аутоантитела и тиростимулин, вза-
имодействующие с LRR-субдоменом и шарнирной
областью эктодомена [580, 581]. Определяющую
роль в связывании ТТГ и других эндогенных регу-
ляторов играет сульфатированный остаток Tyr385 в
С-концевом сегменте шарнирной области [582,
583]. Результатом связывания ТТГ с рецептором
являются изменения взаимодействия между С-
концевой спиралью LRR-субдомена и сближенны-
ми с ней N- и C-концевыми участками шарнирной
области [584]. Некоторые аминокислотные остат-
ки LRR-субдомена, например, Ser281, локализован-
ный в короткой α-спирали на стыке между LRR-
субдоменом и шарнирной областью, могут непо-
средственно взаимодействовать с ECLs, передавая
сигнал на G-белки или β-аррестины без участия
шарнирной области [585, 586]. Изменение кон-
формации эктодомена при связывании рецептора
ТТГ с гормоном влечет за собой волну конформа-
ционных перестроек в трансмембранном домене,
что выражается в изменении взаимодействий и уг-
лов наклона ТМ3, ТМ5 и ТМ6, причем в этом
участвуют как локализованные в этих ТМ гидро-
фобные АКО (Val509(3.40), Ala593(5.50) и Met637(6.48)), так
и гидрофильные остатки, такие как Lys660 на грани-
це ТМ6 и ECL3, Asp474 на границе ECL1 с ТМ2,
Glu409 на границе между шарнирной областью и
ТМ1, а также Asp633 (ТМ6) и Asn670 (ТМ7), располо-
женные в центральной части трансмембранного
домена.

Результатом изменения конформации транс-
мембранного домена является активация различ-
ных типов G-белков, сопряженных с рецептором
ТТГ, в первую очередь Gs- и Gq/11-белков, опосре-

дующих стимуляцию АЦ и PLCβ, соответственно,
а также запуск β-аррестин-опосредуемого сигна-
линга. Соотношение сигнальных каскадов (пред-
взятость сигналинга) определяется как изоформа-
ми ТТГ, что обусловлено степенью и паттерном N-
гликозилирования α- и β-субъединиц гормона,
микроокружением рецептора и эндогенными ал-
лостерическими регуляторами (ионы, липиды).
При этом расположенные в трансмембранном до-
мене рецептора ТТГ сайты в процессе его актива-
ции недоступны для ортостерических лигандов и
выполняют функции аллостерических сайтов, не
перекрывающихся с внеклеточным ортостериче-
ским сайтом. Соответственно, одной из актуаль-
ных задач является создание лигандов этих алло-
стерических сайтов с различной фармакологиче-
ской активностью. Это рассматривается как
крайне важный подход для регуляции ТТГ-зависи-
мых сигнальных каскадов. В этой связи необходи-
мо отметить, что ТТГ и другие эндогенные регуля-
торы рецептора ТТГ практически не используются
в медицине, что связано с их онкогенным потенци-
алом и другими побочными эффектами, а также с
низкой стабильностью, иммуногенностью и высо-
кой стоимостью [587]. При этом отсутствуют фар-
макологически релевантные антагонисты и инвер-
сионные агонисты рецептора ТТГ, а также орто-
стерические лиганды с предвзятой активностью в
отношении внутриклеточного сигналинга. Созда-
ние таких регуляторов возможно только на основе
лигандов аллостерических сайтов, локализован-
ных внутри трансмембранного тоннеля рецептора
ТТГ или в его ICLs, по аналогии с соответствую-
щими лигандами других GPCR.

9.2. Регуляторы трансмембранного 
аллостерического сайта 

рецептора тиреотропного гормона

Аллостерические агонисты рецептора ТТГ
Первые аллостерические регуляторы рецепто-

ра ТТГ были открыты в 2006 г. в ходе изучения тие-
но[2,3-d]-пиримидиновых производных Org41841,
Org43553 и их аналогов, часть из которых проявили
активность аллостерических агонистов рецептора
ЛГ/ХГЧ [155]. Было показано, что трансмембран-
ные аллостерические сайты в рецепторах ТТГ и
ЛГ/ХГЧ, как и их трансмембранные домены, име-
ют струкутурное сходство. Это имело как позитив-
ный аспект, поскольку облегчало конструирование
аллостерических регуляторов рецепторов ТТГ и
ЛГ/ХГЧ, но одновременно с этим создало пробле-
му разработки лигандов, селективных по отноше-
нию к каждому из этих рецепторов. Решая эту про-
блему, Gershengorn и соавт. исследовали фармако-
логическую значимость каждой функциональной
группы, присутствующих в соединениях Org41841 и
Org43553 и их аналогах. В результате было показа-
но, что метилирование аминогруппы, связанной с
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тиено[2,3-d]-пиримидиновым остовом, лишает та-
кое производное способности активировать рецеп-
тор ТТГ, что было обусловлено нарушением взаи-
модействия с функционально важным для актив-
ности рецептора остатком Glu(3.37) [588]. При
изучении трет-бутиламидной группы, присоеди-
ненной к тиенопиримидиновому остову, было
установлено, что метилирование амидного азота не
влияет на способность такого производного акти-
вировать рецептор ЛГ/ХГЧ, но лишает его способ-
ности стимулировать рецептор ТТГ, в то время как
замена в этой группе азота на кислород слабо вли-
яет на агонистическую активность в отношении
рецептора ТТГ, хотя полностью лишает его спо-
собности активировать рецептор ЛГ/ХГЧ [155].

Значительный прогресс в разработке низкомо-
лекулярных агонистов рецептора ТТГ был достиг-
нут после построения модели его трансмембранно-
го аллостерического сайта [588], которая впослед-
ствии была усовершенствована [589–592]. Этот
сайт образован АКО, локализованными в ТМ3,
ТМ4, ТМ5, ТМ6 и ТМ7, а внешний вход в него
формируют сегменты ECL2. Следует, однако, от-
метить, что в трансмембранном домене рецептора
ТТГ может быть не один, а два или более аллосте-
рических сайтов, что хорошо соответствует пара-
дигме множественности трансмембранных алло-
стерических сайтов в GPCR класса А [116] и в це-
лом согласуется с данными Rauf Latif и соавторов о
существовании, по крайней мере, еще одного сай-
та, образуемого ТМ1, ТМ2, ТМ3 и ТМ7 и сегмента-
ми внеклеточных петель рецептора ТТГ [592, 593].

В отличие от рецептора ЛГ/ХГЧ, вход в транс-
мембранный аллостерический сайт в рецепторе
ТТГ более узкий и включает гидрофобные АКО,
расположенные в интерфейсах TM4/ECL2,
ECL2/TM5 и TM6/ECL3. С помощью молекуляр-
ного докинга было показано, что определяющую
роль в агонистической активности низкомолеку-
лярных соединений играет остаток Met637(6.48), ко-
торый в большинстве других рецепторов, род-
ственных рецептору ТТГ, заменен на остаток трип-
тофана. Так полный агонист Org41841 меньше по
размеру, чем наделенное антагонистической ак-
тивностью соединение c52, и потому после про-
никновения в трансмембранный аллостерический
сайт рецептора ТТГ соединение Org41841 способно
более эффективно взаимодействовать с Met637. В
свою очередь, соединение c52 с помощью своего
длинного бокового заместителя в ароматическом
кольце цепляется за остаток Tyr667, локализован-
ный в ТМ7, и тем самым не может достичь остатка
Met637, результатом чего является стабилизация не-
активной конформации рецептора ТТГ [589].

Основываясь на результатах исследования про-
странственной организации трансмембранного ал-
лостерического сайта, в 2009–2011-х гг. была раз-
работана серия низкомолекулярных полных аго-

нистов рецептора ТТГ, наибольшей активностью
среди которых характеризовались соединения NC-
GC00168126–01 и NCGC00165237–01, производ-
ные 5-гидрокси-4-оксо-1,2,3,4-тетрагидрохиназо-
лина [594–596] (табл. 3). В культурах клеток с экс-
прессированным в них рецептором ТТГ эти
соединения повышали уровень цАМФ со значени-
ями EC50 660 и 40 нМ, соответственно, по эффек-
тивности были сопоставимы с ТТГ и практически
не влияли на активацию АЦ гонадотропинами в
клетках с экспрессированным в них рецептором
ЛГ/ХГЧ [594, 595]. Оба соединения взаимодей-
ствовали с трансмембранным аллостерическим
сайтом и не связывались с эктодоменом рецепто-
ра ТТГ, поскольку в клетках с экспрессирован-
ным мутантным рецептором, лишенным эктодо-
мена, их максимальный стимулирующий АЦ эф-
фект сохранялся, хотя значения EC50 заметно
повышались. В то же время, замена локализован-
ного в ТМ5 остатка Asn(5.47), образующего водо-
родную связь с гидроксилами 5-гидрокси-4-ок-
со-1,2,3,4-тетрагидрохиназолинов, на аланин
полностью блокировала стимулирующий эффект
NCGC00165237–01 на активность АЦ. Интересно
отметить, что стимулирующий эффект ТТГ на уро-
вень цАМФ внутри клетки при этом сохранялся.
Тем самым АКО, формирующие трансмембран-
ный аллостерический сайт рецептора ТТГ, критич-
ны для его активации низкомолекулярными аго-
нистами, но слабо или вовсе не влияют на его акти-
вацию ТТГ, который связывается с внеклеточным
ортостерическим сайтом [594].

Соединение NCGC00165237–01 (30 мкМ) при
24-часовой инкубации с тироцитами человека по-
вышало экспрессию тиреоглобулина сходно с тем,
как это происходило при обработке клеток с помо-
щью ТТГ. Оно также повышало экспрессию генов,
кодирующих тиреопероксидазу, Na+/I--симпортер
и D2-дейодиназу, вовлеченные в синтез и конвер-
сию тиреоидных гормонов – тироксина (Т4) и
трийодтиронина (Т3), причем в случае D2-дейоди-
назы повышалась не только экспрессия гена, но и
активность фермента, что ускоряло превращение Т4
в Т3 [594]. При внутрибрюшинном и пероральном
введении мышам соединение NCGC00165237–01
значительно повышало уровень T4 в крови, а также
увеличивало поглощение радиоактивного йода ти-
роцитами щитовидной железы у крыс, что обу-
словлено стимуляцией экспрессии генов тиреои-
догенеза [594]. В этой связи необходимо отметить,
что в настоящее время для диагностики метастаз и
рецидивов рака щитовидной железы у пациентов
используют стимуляцию поглощения 131I с помо-
щью рекомбинантного ТТГ человека [611]. Однако
из-за сравнительно низкой аффинности связыва-
ния рекомбинантного ТТГ с рецептором требуют-
ся высокие дозы этого дорогостоящего препарата,
его введение возможно только парентерально и
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ограничено значимыми побочными эффектами. В
связи с этим низкомолекулярные аллостерические
агонисты, в том числе с учетом возможности их пе-
рорального введения, могут стать хорошей альтер-
нативой рекомбинантному ТТГ, как стимуляторы
поглощения радиоактивного йода [612].

Аллостерические агонисты способны активиро-
вать мутантные формы рецептора ТТГ, которые
имеют замены функционально важных аминокис-
лот во внеклеточном ортостерическом сайте и пото-
му нечувствительны к ТТГ [597]. Так, низкомолеку-
лярный агонист C2 стимулировал АЦ и повышал
уровень цАМФ в клетках с экспрессированными в
них мутантными формами рецептора ТТГ, имею-
щих замены локализованных в эктодомене остатков
Cys41 или Leu252 на серин и пролин, соответственно,
в то время как ТТГ в этом случае был неактивен. На-
против, замена остатка Leu467 на пролин в транс-
мембранном аллостерическом сайте блокировала
стимулирующее влияние соединения C2 на актив-
ность АЦ, хотя при этом слабо влияла на соответ-
ствующий эффект ТТГ [597]. Эти данные указыва-
ют на то, что аллостерические агонисты могут быть
эффективны при субклиническом гипотиреозе,
причиной которого часто является резистентность
тироцитов к ТТГ вследствие инактивирующих му-
таций в эктодомене рецептора ТТГ.

Исследование избирательности аллостериче-
ских агонистов рецептора ТТГ позволило выявить
соединения, которые либо активировали Gs-бел-
ки, стимулируя АЦ, повышая уровень цАМФ в
клетке-мишени и активируя протеинкиназу А, как
это показано для соединения MS438, либо активи-
ровали Gq/11-белки, повышая активность PLСβ и ее
нижележащего эффектора – протеинкиназы С, как
это продемонстрировано для соединения MSq1
[592, 593]. Для соединения MSq1 показано, что в
отличие от активаторов Gs-белков оно не влияет на
цАМФ-зависимые сигнальные пути и на опосреду-
емую через них экспрессию генов тиреоидогенеза,
но при этом повышает фосфорилирование проте-
инкиназы С и модулирует пролиферативную ак-
тивность тироцитов [593]. При этом выявлены ана-
логи указанных соединений, способные в одина-
ковой степени стимулировать различные типы
сопряженных с рецептором ТТГ G-белков (Gs,
Gq/11, G12/13) и зависимых от них внутриклеточных
путей [592]. В случае предвзятого сигналинга пока-
зано различие в паттерне АКО, локализованных в
трансмембранном домене и критически важных
для взаимодействия с низкомолекулярными аго-
нистами, что косвенно указывает на наличие в
трансмембранном тоннеле более чем одного алло-
стерического сайта.

Нами разработан и исследован in vitro и in vivo
аллостерический агонист рецептора ТТГ – 5-ами-
но-4-(4-(1-бензил-1H-1,2,3-триазол-4-ил)фенил)-
N-(трет-бутил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]-пири-

мидин-6-карбоксамид (TPY3m) [598] (табл. 3). При
инкубации с культивируемыми FRTL-5-тироцита-
ми соединение TPY3m стимулировало экспрессию
гена Na+/I--симпортера. При внутрибрюшинном
введении крысам оно повышало уровень Т4 в кро-
ви, а в ткани щитовидной железы усиливало экс-
прессию генов тиреопероксидазы и D2-дейодина-
зы, ключевых ферментов синтеза Т4 и его конвер-
сии в Т3. При совместном введении с ТТГ (in vitro,
клетки FRTL-5) или тиролиберином (in vivo, щито-
видная железа крыс) соединение TPY3m предот-
вращало вызываемое ими снижение экспрессии
рецептора ТТГ, что может быть одним из механиз-
мов TPY3m-опосредуемого потенцирования эф-
фектов ТТГ (in vitro) и тиролиберина (in vivo) на
продукцию Т4 и Т3. Соединение TPY3m не оказы-
вало влияния на уровень тестостерона и экспрес-
сию генов тестикулярного стероидогенеза при вве-
дении самцам крыс, что свидетельствует в пользу
его специфичности в отношении рецептора ТТГ.
Тем самым TPY3m является прототипом препарата
для коррекции функций щитовидной железы при
субклиническом гипотиреозе, в том числе, обу-
словленном резистентностью к ТТГ [598].

Позитивные аллостерические модуляторы 
рецептора тиреотропного гормона

Помимо функционирования в качестве тиреои-
догенного гормона, действующего на фолликуляр-
ные клетки щитовидной железы, ТТГ также влияет
на ряд других тканей, в первую очередь, на форми-
рование костной ткани и ремоделирование скеле-
та, вследствие чего ослабление сигнальных путей
ТТГ самым непосредственным образом сказывает-
ся на физиологическом состоянии опорно-двига-
тельного аппарата. В условиях дефицита ТТГ или
снижения функциональной активности его рецеп-
тора нарушается остеобластогенез, индуцируются
дефекты формирования костной ткани, происхо-
дит ее потеря, что, в конечном итоге, ведет к остео-
порозу [613]. Терапия рекомбинантным ТТГ пре-
пятствует этим процессам, но длительное введение
препарата, даже в сравнительно низких дозах, мо-
жет вызвать нарушения тиреоидной функции и по-
вышает риск развития ТТГ-зависимых опухолей,
как тиреоидной, так и нетиреоидной локализации
[614]. Применение аллостерических полных агони-
стов рецептора ТТГ в этом случае предпочтитель-
нее, поскольку они действуют на ТТГ-регулируе-
мые внутриклеточные каскады не столь интенсив-
но, как ТТГ, но риски и в этом случае сохраняются.
Одним из путей решения проблемы является раз-
работка низкомолекулярных PAM для рецептора
ТТГ, которые сами не способны активировать ре-
цептор ТТГ, но в небольшой степени повышают
эффекты гормона, что позволяет функционально
компенсировать физиологическое снижение уров-
ня ТТГ в крови.
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Таблица 3. Аллостерические регуляторы рецептора ТТГ

Фармакологическая активность Соединения Биологический эффект Ссылки

Аллостерические агонисты Производные 5-гидрокси-4-
оксо-1,2,3,4-тетрагидрохина-
золина (NCGC00168126–01, 
NCGC00165237–01)

В культурах клеток стимулируют экс-
прессированный в них рецептор ТТГ,
повышают внутриклеточный уро-
вень цАМФ, в культуре тироцитов
стимулируют экспрессию и актив-
ность ферментов тиреоидогенеза.
При в/б и пероральном введении
мышам NCGC00165237–01 стимули-
рует экспрессию генов тиреоидоге-
неза в щитовидной железе и
повышает продукцию тиреоидных
гормонов

 [594–596]

Соединение С2 Селективно стимулирует Gs-белки и
АЦ в клетках с экспрессированным в
них рецептором ТТГ, в том числе с
инактивирующими мутациями в
ортостерическом сайте

 [597]

Соединение MS438 Активируя рецептор ТТГ, селективно
стимулирует Gs-белки и компоненты
цАМФ-зависимого пути, усиливает
тиреоидогенез в тироцитах.

 [592, 593]

Соединение MSq1 Активируя рецептор ТТГ селектив-
но стимулирует Gq/11-белки и нижеле-
жащие компоненты фосфоинозитид-
ного пути, модулирует пролиферацию
тироцитов, но не их тиреоидогенную
активность

 [592, 593]

Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вое производное TPY3m

Стимулирует активность АЦ в мем-
бранах щитовидной железы крыс,
стимулирует тиреоидогенез в куль-
туре FRTL-5-тироцитов, усиливает
базовую и тиролиберин-стимулиро-
ванную продукцию тиреоидных гор-
монов при в/б введении крысам

 [598]

Пепдуцин 612–627(Palm) Стимулирует активность Gs-белков и
АЦ в мембранах, выделенных из
щитовидной железы крыс. При
интраназальном введении крысам
повышает у них продукцию тиреоид-
ных гормонов

 [599, 600]

PAM NCGC00379308 Усиливает стимулирующие эффекты
ТТГ на экспрессию остеопонтина и
щелочной фосфатазы, вовлеченных в
остеобластогенез, через β-аррестино-
вые сигнальные пути, незначительно
влияет на базальную экспрессию спе-
цифичных для остеобластов генов

 [601]
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Аллостерические антагонисты Соединение NIDDK/CEB-52 Подавляет стимулирующие эффекты
ТТГ и аутоантител на активность АЦ,
снижает ТТГ-стимулированную экс-
прессию гена тиреопероксидазы в
клетках с экспрессированным в них
рецептором ТТГ. В небольшой сте-
пени влияет на активность рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ

 [602]

Производные 4-оксо-1,2-
дигидрохиназолина 
(NCGC00242595, 
NCGC00242364)

В культуре орбитальных фибробла-
стов ингибируют активацию АЦ и
продукцию гиалуроновой кислоты,
вызываемых ТТГ и аутоантителами.
У мышей подавляют стимулирован-
ную тиролиберином продукцию
тиреоидных гормонов и экспрессию
ферментов тиреоидегенеза в тироци-
тах. Влияние на базальный тиреоидо-
генез не выявлено

 [603, 604]

Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вое производное TPY1

Снижает ТТГ-индуцированную
стимуляцию экспрессии генов тирео-
пероксидазы и тиреоглобулина в
тироцитах, при в/б введении крысам
снижает стимулированную тироли-
берином продукцию тиреоидных гор-
монов и экспрессию генов тиреоидо-
генеза, причем влияние на базовые
уровни Т4 и Т3 не выявлено

 [605]

Аллостерический антаго-
нист/NAM

Соединение S37a Ингибирует активацию АЦ с помо-
щью ТТГ и стимулирующих аутоан-
тител. При пероральном введении
грызунам подавляет стимулирован-
ную тиролиберином продукцию
тиреоидных гормонов

 [591, 606]

Аллостерические инверсион-
ные агонисты

Производное 2,3-дигидрохи-
назолин-4-она 
NCGC00161856

Подавляет как стимулированную
ТТГ, так и базальную активность
рецептора ТТГ в клеточных культу-
рах с экспрессированным в них
рецептором ТТГ

 [607]

Соединение NCGC00229600 Ингибирует стимулирующий эффект
антител на активность АЦ в культи-
вируемых тироцитах, а также подав-
ляет стимуляцию АЦ с помощью ТТГ
и аутоантител в ретроорбитальных
фибробластах пациентов с болезнью
Грейвса

 [608, 609]

Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вое производное TP48

Снижает стимулированную тироли-
берином продукцию Т4 и Т3 при вве-
дении крысам, в небольшой степени
снижает базовые уровни тиреоидных
гормонов в крови крыс

 [605, 610]

Фармакологическая активность Соединения Биологический эффект Ссылки

Таблица 3. Окончание
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Стимулирующее влияние ТТГ на остеобласты
реализуется через путь, включающий рецептор
ТТГ и β1-аррестин, активация которого приводит
к стимуляции экспрессии специфичных для остео-
бластов генов, в том числе кодирующих остеопон-
тин и щелочную фосфатазу [615, 616]. Тем самым
PAM рецептора ТТГ, предназначенные для предот-
вращения остеопороза, должны иметь предвзятую
активность в отношении β-аррестиновых каска-
дов. В результате скрининга большого числа по-
тенциальных кандидатов было идентифицировано
соединение NCGC00379308, производное 2-(1-пи-
перазинил)-4-хиназолинамина, которое повыша-
ло взаимодействие рецептора ТТГ с β1-аррести-
ном, слабо влияя на активность Gs- и Gq/11-белков,
причем по эффективности усиления транслокации
β1-аррестина к рецептору оно в 5 раз превосходило
ТТГ [601] (табл. 3). Соединение NCGC00379308
практически не влияло на экспрессию генов остео-
понтина и щелочной фосфатазы, но в значитель-
ной степени усиливало ее ТТГ-индуцированную
стимуляцию. При сочетанном воздействии ТТГ с
NCGC00379308 экспрессия генов остеопонтина и
щелочной фосфатазы повышалась в 5.5 и 1.6 раза
соответственно. Наряду с этим при инкубации
проостеобласт-подобных клеток с соединением
NCGC00379308 отмечали потенцирование стиму-
лирующего эффекта ТТГ на секрецию белка остео-
понтина, контролирующего процесс остеобласто-
генеза. Тем самым соединение NCGC00379308 по
своему фармакологическому профилю может быть
отнесено к PAM для рецептора ТТГ с предвзятым
действием в отношении активации β-аррестино-
вых каскадов [601].

Аллостерические низкомолекулярные антагонисты 
и инверсионные агонисты рецептора

тиреотропного гормона
Необходимость создания лигандов рецептора

ТТГ с антагонистической активностью обусловле-
на широким распространением аутоиммунного ги-
пертиреоза (болезни Грейвса), первопричиной ко-
торой являются стимулирующие рецептор ТТГ
аутоантитела, вызывающие гиперпродукцию ти-
реоидных гормонов. Это приводит к тяжелым
осложнениям, наиболее грозным из которых явля-
ется офтальмопатия, а также к нарушению функ-
ционирования всех звеньев гипоталамо-гипофи-
зарной оси. Следует отметить, что все используе-
мые для лечения гипертиреоза фармакологические
подходы, в том числе применение блокирующих
антител к рецептору ТТГ, имеют серьезные огра-
ничения, поскольку направлены на коррекцию по-
следствий гиперактивации рецептора ТТГ, а не на
нормализацию его функциональной активности
[617–619].

Первый нейтральный антагонист рецептора
ТТГ, NIDDK/CEB-52, был разработан в 2008 г.

[602] (табл. 3). Наличие в пара-положении фениль-
ного кольца метоксипропиленовой группы приво-
дило к повышению его гидрофобности и, тем са-
мым, облегчало проникновение в аллостериче-
ский сайт рецептора. При инкубации с клетками,
экспрессирующими рецептор ТТГ, соединение
NIDDK/CEB-52 (30 мкМ) ингибировало стимули-
рующие эффекты ТТГ и активирующих аутоанти-
тел на активность АЦ, а также в значительной сте-
пени снижало ТТГ-стимулированную экспрессию
гена тиреопероксидазы [602]. Однако соединение
NIDDK/CEB-52, хотя и в незначительной степе-
ни, но влияло на активность рецептора ЛГ/ХГЧ,
действуя, как его инверсионный агонист, что пре-
пятствовало его внедрению в клинику [602].

В ходе дальнейшего поиска нейтральных анта-
гонистов рецептора ТТГ, не обладающих биоло-
гической активностью по отношению к рецепто-
ру ЛГ/ХГЧ, были разработаны производные
4-оксо-1,2-дигидрохиназолина, NCGC00242595
и NCGC00242364 [603, 604] (табл. 3). В культуре
орбитальных фибробластов они ингибировали
активацию АЦ как ТТГ, так и стимулирующими
рецептор ТТГ антителами и подавляли индуци-
рованную антителами продукцию гиалуроновой
кислоты. Оба соединения не оказывали влияния
на базальную активность рецептора и базальный
уровень продукции гиалуроновой кислоты, а
также на активность рецептора ЛГ/ХГЧ [603,
604]. При обработке с помощью NCGC00242364
мышей, которые в течение трех дней получали
низкие дозы тиролиберина, рилизинг-фактора
ТТГ, уровень T4 в крови животных снижался на
44%, а экспрессия генов, кодирующих Na+/I--
симпортер и тиреопероксидазу, снижалась на 75
и 83% соответственно. Обработка соединением
NCGC00242364 была эффективной и в отноше-
нии ингибирования стимулирующего эффекта
антител на уровень T4 и экспрессию генов Na+/I--
симпортера и тиреопероксидазы. Тем самым со-
единения NCGC00242595 и NCGC00242364 могут
быть эффективны при лечении болезни Грейвса и
офтальмопатии Грейвса, не вызывая гипотиреоид-
ных состояний [595, 604, 620, 621].

Нами на основе структуры тиено[2,3-d]-пирими-
дина разработано соединение 5-амино-N-(трет-
бутил)-4-(4-(3-метоксипроп-1-ин-1-ил)фенил)-2-(ме-
тиотио)тиено-[2,3-d]-пиримидин-6-карбоксамид (TPY1),
которое предотвращало ТТГ-индуцированную
стимуляцию экспрессии генов тиреопероксидазы
и тиреоглобулина в FRTL-5-клетках, а при внутри-
брюшинном введении крысам подавляло стимуля-
цию тиролиберином как продукции Т4 и Т3 в кро-
ви, так и экспрессии генов, кодирующих белки, во-
влеченные в синтез и конверсию тиреоидных
гормонов в тироцитах щитовидной железы [605]
(табл. 3). При однократном воздействии соедине-
ние TPY1 не влияло на базовый уровень тиреоид-
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ных гормонов, но в небольшой степени снижало
его при длительном введении. Тем самым TPY1
может рассматриваться как перспективный препа-
рат для коррекции аутоиммунного гипертиреоза.

Не в меньшей степени, чем нейтральные анта-
гонисты, в медицине востребованы и низкомоле-
кулярные соединения с активностью инверсион-
ных агонистов рецептора ТТГ. При лечении болез-
ни Грейвса их применение может привести к
гипотиреозу вследствие подавления базальной ак-
тивности рецептора ТТГ, хотя риски этого весьма
невелики. В то же время инверсионные агонисты
могут иметь широкое применение для лечения не-
аутоиммунных гипертиреоидных состояний, вы-
званных активирующими мутациями в рецепторе
ТТГ, индуцирующими развитие опухолей щито-
видной железы и нетиреоидных тканей. Для лече-
ния таких заболеваний в настоящее время исполь-
зуют в основном хирургические подходы и радио-
терапию, что приводит к множеству побочных
эффектов [622].

Первый инверсионный агонист рецептора
ТТГ, производное 2,3-дигидрохиназолин-4-она
NCGC00161856, был разработан в 2010 г. [607]
(табл. 3). Это соединение подавляло не только сти-
мулированную ТТГ, но и базальную активность
рецептора. В дальнейшем, на основе структуры
NCGC00161856 был разработан более эффектив-
ный аналог NCGC00229600, который снижал сти-
мулирующий АЦ эффект антител в культуре тиро-
цитов человека и соответствующий эффект ТТГ и
антител в первичной культуре фибробластов, полу-
ченных из ретроорбитальной области пациентов с
болезнью Грейвса [608, 609]. Способность соеди-
нений NCGC00161856 и NCGC00229600 подавлять
активацию рецептора ТТГ стимулирующими анти-
телами в ретроорбитальных фибробластах позво-
ляет устранить первопричину офтальмопатии
Грейвса, обусловленную гиперстимуляцией
цАМФ-сигнальных путей в этих клетках [619, 623].

Нами разработано галоген-содержащее произ-
водное тиено[2,3-d]-пиримидина, соединение TP48
(5-амино-N-(трет-бутил)-4-(4-иодфенил)-2-(ме-
тилтио)тиено[2,3-d]-пиримидин-6-карбоксамид),
с активностью инверсионного агониста (табл. 3).
Оно не только ингибировало стимулированную ти-
ролиберином продукцию Т4 и Т3 при внутрибрю-
шинном введении крысам, но в небольшой степе-
ни снижало базовые уровни тиреоидных гормонов
[605, 610]. Важно, что соединение TP48 сохраняло
свой фармакологический профиль при перораль-
ном введении, что свидетельствует в пользу его ста-
бильности и хорошей всасываемости в желудочно-
кишечном тракте.

В 2019 г. Marcinkowski и соавт. создали аллосте-
рический регулятор рецептора ТТГ на основе гете-
роциклического соединения S37a, которое содер-
жало семь центров хиральности, причем функцио-

нально активным был только один из изомеров,
который проявлял свойства антагониста и NAM
[591, 606] (табл. 3). В микромолярных концентра-
циях соединение S37a ингибировало АЦ, стимули-
рованную как ТТГ и антителами к рецептору ТТГ
(стимулирующие моноклональные антитела TSAb
M22 человека, олигоклональные антитела TSAb,
полученные от пациентов с болезнью Грейвса), так
и низкомолекулярным аллостерическим агони-
стом C2. При пероральном введении мышам со-
единение S37a имело высокую биодоступность и не
оказывало на организм животных токсических эф-
фектов [606].

Таким образом, в настоящее время создана об-
ширная линейка аллостерических регуляторов ре-
цептора ТТГ с различным профилем фармакологи-
ческой активности (полные и инверсионные агони-
сты, нейтральные антагонисты, PAM), которые могут
быть применены для коррекции тиреоидной патоло-
гии, обусловленной изменением сигнальной транс-
дукции через рецептор ТТГ [612, 621, 624]. Следую-
щим этапом является выбор наиболее перспектив-
ных кандидатов для проведения клинических
испытаний и внедрения препаратов в клинику.

9.3. Регуляторы внутриклеточного аллостерического 
сайта рецептора тиреотропного гормона

Помимо трансмембранной локализации алло-
стерических сайтов, в молекуле рецептора ТТГ они
могут быть локализованы во внутриклеточном ве-
стибюле и в проксимальных к мембране участках
ICLs, которые ответственны за взаимодействие с
G-белками и β-аррестинами. Как отмечалось вы-
ше, одними из регуляторов таких сайтов могут
быть пептиды, по первичной структуре соответ-
ствующие внутриклеточным участкам, либо обра-
зующим такие внутриклеточные аллостерические
сайты, либо контактирующим с ними. Поскольку
таким GPCR-пептидам для взаимодействия необ-
ходимо преодолеть плазматическую мембрану, они
должны быть модифицированы гидрофобными
группами, обеспечивающими их транспорт через
мембрану, или образовывать амфипатические по-
ликатионные спирали. Наибольшая эффектив-
ность показана для производных пептидов, моди-
фицированных остатками длинноцепочечных
жирных кислот – пальмитатом или миристатом.
Подобные липидированные GPCR-пептиды назы-
вают пепдуцинами, и в настоящее время имеется
много исследований, демонстрирующих их высо-
кую активность в отношении различных классов
GPCR [153, 625–628]. Нами разработаны пепдуци-
ны, которые продемонстрировали высокую актив-
ность для релаксинового рецептора 1-го типа и
5-HT1B-серотонинового рецептора [629–631].

Эта стратегия была успешно применена и для
разработки аллостерического агониста рецептора
ТТГ на основе пептидов, соответствующих его



608

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 7  2023

ШПАКОВ

ICL3, в которой локализованы основные молеку-
лярные детерминанты для активации Gs-белка
[599, 600]. Наиболее эффективным оказался моди-
фицированный с C-конца пальмитатом пепдуцин
612–627(Palm), структурно соответствующий С-кон-
цевому участку 612–627 ICL3 рецептора ТТГ (табл. 3).
В мембранах, выделенных из тироцитов щитовид-
ной железы крыс, пепдуцин 612–627(Palm) дозоза-
висимо стимулировал активность чувствительной
к ТТГ аденилатциклазной сигнальной системы.
Его действие было специфичным по отношению к
рецептору ТТГ и не выявлялось в мембранах, где
этот рецептор отсутствовал. Пальмитоилирован-
ный аналог в значительной степени превосходил
по эффективности и селективности пептид 612–
627, не содержащий пальмитата, а также более ко-
роткие аналоги, в том числе липидированные
[599]. В экспериментах in vivo было показано, что
при интраназальном введении крысам пепдуцин
612–627(Palm) стимулировал продукцию тиреоид-
ных гормонов, причем в дозе 450 мкг/кг его макси-
мальный стимулирующий эффект на уровень сво-
бодного T4 достигался через 2 ч [600]. Значения
ED50 для стимуляции пепдуцином 612–627(Palm)
продукции свободного T4 и общего T3 составили
87 и 78 мкг/кг соответственно. Необходимо отме-
тить, что внутримышечное введение было менее
эффективным, чем интраназальное [600]. Тем са-
мым пепдуцин 612–627(Palm) наделен актив-
ностью внутриклеточного аллостерического аго-

ниста рецептора ТТГ и может быть использован
для разработки стимуляторов тиреоидогенеза, но с
условием повышения его устойчивости к протео-
лизу в кровотоке.

На рис. 2 суммированы полученные в настоя-
щее время данные по аллостерической регуляции
рецептора ТТГ, осуществляемой различными по
химической природе и механизмам действия со-
единениями, включая аутоантитела к рецептору
ТТГ. Множественность аллостерических сайтов в
молекуле рецептора ТТГ обусловливает много-
уровневую и многофакторную регуляцию его ак-
тивности, как в базальном состоянии, так и в усло-
виях активации ТТГ или стимулирующими аутоан-
тителами.

Представлены блокирующие (ингибирующие) и
стимулирующие аутоантитела к рецептору ТТГ, дей-
ствующие на различные участки эктодомена, спей-
серный субдомен, связывающий эктодомен с транс-
мембранным доменом, а также на ECLs рецептора.
Приведены разработанные в настоящее время синте-
тические аллостерические регуляторы рецептора
ТТГ с активностью полных или частичных агони-
стов, в том числе пептидной природы (пепдуцин 612–
627), PAM, нейтральных антагонистов, инверсион-
ных агонистов, а также соединений со смешанным
профилем фармакологической активности (антаго-
нист/NAM). В трансмембранном домене рецептора
ТТГ показаны основные локусы, AS-1, AS-2 и AS-3,
являющиеся мишенями для аллостерических регу-

Рис. 2. Аллостерические сайты в молекуле рецептора ТТГ и их регуляторы.
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ляторов, причем в каждом локусе может быть лока-
лизовано несколько топологически различающихся
аллостерических сайтов, а в случае локуса AS-2 та-
кие сайты могут быть расположены как внутри
трансмембранного канала (предпочтительная лока-
лизация), так и снаружи его, на границе трансмем-
бранного домена с липидной фазой мембраны. По-
дробности см. в табл. 3 и в соответствующих подраз-
делах раздела IX.

X. РЕЦЕПТОР ЛЮТЕИНИЗИРУЮЩЕГО 
ГОРМОНА/ХОРИОНИЧЕСКОГО 

ГОНАДОТРОПИНА И ЕГО 
АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ

10.1. Структурно-функциональная организация 
рецептора ЛГ/ХГЧ, механизмы его активации

и сигнальные каскады

Как отмечалось выше, рецептор ЛГ/ХГЧ, как и
рецептор ТТГ, включен в подкласс А10 класса A
GPCR и имеет значительное структурное сходство
с рецептором ТТГ, особенно в области трансмем-
бранного домена и проксимальных к мембране
участков ICL3, где локализованы трансмембран-
ные и внутриклеточные аллостерические сайты.
Все это свидетельствует в пользу сходства механиз-
мов аллостерической регуляции рецепторов
ЛГ/ХГЧ и ТТГ, в том числе внутриклеточными ал-
лостерическими регуляторами. Эктодомен рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ включает обогащенный остатками
цистеина N-концевой участок, значительный по
размеру субдомен, включающий обогащенные
остатками лейцина повторы (leucine-rich repeats,
LRR), и спейсерный участок, соединяющий LRR-
субдомен с ТМ1 [632–634]. В эктодомене локали-
зован высокоаффинный ортостерический сайт, с
которым специфично связываются αβ-гетероди-
меры ЛГ и ХГЧ. Результатом такого связывания яв-
ляется активация сразу нескольких сигнальных
каскадов, что обусловлено способностью лиганд-
связанного рецептора взаимодействовать с различ-
ными типами G-белков, в первую очередь с Gs- и
Gq/11-белками, а также с β-аррестинами и адаптер-
ными белками APPL-семейства [632, 635]. Сиг-
нальные пути, направленные на повышение уров-
ня цАМФ (через Gs-белки) и ионов кальция (через
Gq/11-белки) внутри клетки-мишени и на актива-
цию MAPKs (через β-аррестины), вовлечены в ре-
гуляцию синтеза и секреции стероидных гормонов,
в контроль роста и дифференцировки тестикуляр-
ных и овариальных клеток. При этом β-аррестино-
вые пути также играют определяющую роль в ин-
тернализации, эндоцитозе и рециклизации ли-
ганд-рецепторных комплексов и определяют, тем
самым, чувствительность тканей-мишеней к ЛГ и
ХГЧ [635].

При активации рецептора ЛГ/ХГЧ гонадотро-
пином запускается волна конформационных пере-

строек, в которую вовлечены следующие молеку-
лярные детерминанты: высококонсервативный в
GPCR класса А ERW-мотив, который локализован
на границе ТМ3 и ICL2, заряженные остатки Arg464

и Asp564, расположенные во внутриклеточных
окончаниях TM3 и ТМ6, остатки Asp578 (ТМ6) и
Asn615 (ТМ7), локализованные внутри трансмем-
бранного домена. Идентифицированы формы ре-
цептора с активирующими мутациями, которые
локализованы преимущественно в трансмембран-
ном домене (ТМ1, ТМ2, ТМ3, ТМ5 и ТМ6), а также
формы рецептора с инактивирующими мутация-
ми, локализованными в эктодомене, трансмем-
бранном домене (ТМ1, ТМ4, ТМ5, ТМ6 и ТМ7) и
во внеклеточных участках (ICL1, ICL3) [636–638].
Многие репродуктивные дисфункции обусловле-
ны как мутациями в рецепторе ЛГ/ХГЧ, так и нару-
шением его посттрансляционного процессинга,
внутриклеточного транспорта и транслокации в
плазматическую мембрану [639].

Большое значение для обеспечения избиратель-
ности передачи сигнала к внутриклеточным рецеп-
торам имеет микрооокружение рецептора, в том
числе доступность определенных типов G-белков
и β-аррестинов, статус N-гликозилирования гона-
дотропинов, образование и структура рецепторных
комплексов, а также паттерн N-гликозилирования
рецептора ЛГ/ХГЧ. Известно, что димерные моле-
кулы ЛГ и ХГЧ имеют по три сайта для N-гликози-
лирования – по два в α-субъединице и по одному в
β-субъединице. α-Субъединица, как правило, гли-
козилирована полностью, в то время как β-субъ-
единица может быть негликозилирована, что в
сумме дает две формы ЛГ и ХГЧ – с двумя или тре-
мя N-гликанами. Наряду с этим в зависимости от
места синтеза и ряда других факторов существенно
отличаются разветвленность и заряд N-гликанов,
определяемые паттерном и активностью фермен-
тов N-гликозилирования [640–642]. Так, синтези-
руемые в аденогипофизе ЛГ и гипофизарная фор-
ма ХГЧ имеют более кислые N-гликаны, что
обусловлено высоким содержанием в них сульфа-
тированного N-ацетилгалактозамина, в то время
как плацентарная форма ХГЧ вместо сульфатиро-
ванного N-ацетилгалактозамина содержит сиало-
вые кислоты, что делает ее менее кислой. Важно
отметить, что слабогликозилированные формы ЛГ
с меньшими по размеру N-гликанами более актив-
ны, поскольку с большей аффинностью и эффек-
тивностью связываются с рецепторами ЛГ/ХГЧ.
Показано, например, что доля таких форм ЛГ рез-
ко возрастает в короткую фазу индукции овуляции,
в то время как в фолликулярную и лютеиновую фа-
зы превалируют более гликозилированные формы
гонадотропинов [642].

Среди рецепторов ЛГ/ХГЧ выделяют неглико-
зилированные и гликозилированные мономерные
формы с молекулярным весом соответственно 67 и
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84 кДа, а также ди- и олигомерные формы с моле-
кулярным весом 166 и 240 кДа [643]. Показано, что
связывание гонадотропина с рецептором ЛГ/ХГЧ
приводит к увеличению доли ди- и олигомерных
форм, что указывает на повышение стабильности
рецепторных комплексов в присутствии ортосте-
рического агониста [644, 645]. Формирование ре-
цепторных комплексов важно для полноценной
активации рецептора гонадотропином, поскольку
показано, что связывание молекулы ЛГ или ХГЧ с
одним протомером рецепторного комплекса при-
водит к активации другого протомера, и это явле-
ние описывается как трансактивация рецептора
ЛГ/ХГЧ [646, 647]. Одним из прямых доказательств
механизма трансактивации рецептора ЛГ/ХГЧ яв-
ляется то, что коэкспрессия изоформ рецептора,
одна из которых не может связывать гормон, а дру-
гая не способна передавать гормональный сигнал,
приводит к олигомерному рецепторному комплек-
су, который способен как опознавать ЛГ-сигнал,
так и осуществлять его трансдукцию к внутрикле-
точным мишеням [648].

Крайне интересным является обнаружение ге-
теродимерных и гетероолигомерных комплексов
между рецептором ЛГ/ХГЧ и рецептором ФСГ с
последующей их трансактивацией любым из гона-
дотропинов [649–653]. При активации таких гете-
родимерных комплексов с помощью ЛГ или ФСГ
отмечают резкое снижение эффективности сигна-
лов, передаваемых через Gs-белки на АЦ, что ука-
зывает на взаимные аллостерические влияния про-
томеров рецепторов ЛГ/ХГЧ и ФСГ в таком ком-
плексе [649]. Кроме того, даже небольшая доля
таких гетерокомплексов в общем пуле рецепторов
ЛГ/ХГЧ и ФСГ существенно влияет на процессы
атрезии фолликулов, развитие доминантного фол-
ликула, а также обеспечивает продукцию андроге-
нов в отсутствие достаточного количества ЛГ [653].

Образование рецепторных комплексов, в том
числе гетеродимерных, гликозилирование и другие
посттрансляционные модификации рецептора
ЛГ/ХГЧ являются аллостерическими механизма-
ми, которые вносят значимый вклад в модуляцию
сигналов, индуцируемых гонадотропинами, а так-
же опосредуют избирательную активацию опреде-
ленных внутриклеточных каскадов, тем самым
программируя адекватный для определенных фи-
зиологических условий клеточный ответ. Однако
существуют и другие аллостерические механизмы,
влияющие на эффективность и предвзятость
ЛГ/ХГЧ-сигналинга. Это обусловлено присутстви-
ем в молекуле рецептора различных по локализа-
ции аллостерических сайтов, в том числе в транс-
мембранном домене и в области интерфейсов,
включающих сегменты внутриклеточного вести-
бюля трансмембранного тоннеля и проксималь-
ные участки ICLs рецептора. Синтетические алло-
стерические регуляторы этих сайтов будут рас-
смотрены ниже.

Аллостерические влияния на рецептор ЛГ/ХГЧ
могут оказывать аутоантитела, вырабатываемые на
его внеклеточные участки. Недавно в крови жен-
щин с поликистозными яичниками и гиперандро-
генемией были обнаружены стимулирующие ауто-
антитела к рецептору ЛГ/ХГЧ [654]. В связи с этим
необходимо отметить, что у женщин с яичниковой
недостаточностью обнаружены ингибирующие
аутоантитела к рецептору ФСГ [655, 656]. Посколь-
ку рецепторы ЛГ/ХГЧ и ФСГ могут гетеродимери-
зоваться, то аутоантитела к рецептору ФСГ, как и
аутоантитела к рецептору ЛГ/ХГЧ, являются по-
тенциальными аллостерическими модуляторами
ЛГ/ХГЧ-сигналинга. Нельзя исключить того, что,
как и в случае аутоантител к β-AR, антитела к ре-
цептору ЛГ/ХГЧ могут создавать “регуляторный
буфер”, позволяющий модулировать мощные ак-
тивационные сигналы, вызываемые значительны-
ми перепадами уровня гонадотропинов в ходе ре-
продуктивных циклов. Этот вопрос крайне интере-
сен и требует дополнительного изучения.

10.2. Регуляторы трансмембранного 
аллостерического сайта рецептора ЛГ/ХГЧ

Необходимость разработки аллостерических ре-
гуляторов рецептора ЛГ/ХГЧ обусловлена следую-
щими обстоятельствами, важными с точки зрения
лечения репродуктивных расстройств и при ис-
пользовании гонадотропинов во вспомогательных
репродуктивных технологиях (ВРТ). Применяемые
в настоящее время гонадотропины с ЛГ-активно-
стью либо выделяют из природных источников (мо-
чевые формы ХГЧ), либо синтезируют с помощью
генно-инженерных технологий (рекомбинантные
формы ЛГ и ХГЧ). У обеих форм гонадотропинов,
природных и рекомбинантных, имеются суще-
ственные недостатки. Мочевой ХГЧ содержит ряд
биологически активных примесей, а его препараты
от партии к партии сильно варьируют по специфи-
ческой активности, что затрудняет их стандартиза-
цию. Кроме того, мочевой ХГЧ, представляющий
собой плацентарную форму гормона, имеет отлич-
ный от ЛГ и гипофизарного ХГЧ спектр биологи-
ческой активности, включая предвзятость актива-
ции внутриклеточных сигнальных путей. Рекомби-
нантные формы, в свою очередь, также не лишены
примесей, но при этом, что еще более существен-
но, значимо отличаются от природных форм по
паттерну N-гликозилирования, что, как отмеча-
лось выше, влияет на активацию ими рецептора
ЛГ/ХГЧ и на предвзятость сигнальной трансдук-
ции. В связи с этим в настоящее время применение
рекомбинантного ЛГ в ВРТ существенно ограни-
чено. Гонадотропины могут быть использованы
только в форме инъекций, требуют надлежащего
хранения и способны вызывать иммуногенные ре-
акции. Поскольку аллостерические регуляторы
трансмембранного сайта рецептора ЛГ/ХГЧ пред-
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ставляют собой низкомолекулярные соединения,
устойчивые в желудочно-кишечном тракте и хоро-
шо всасывающиеся стенками кишечника, то они
эффективны при пероральном способе введения.
Наряду с этим они хорошо хранятся и не вызывают
иммунных реакций. Одним из существенных недо-
статков ряда их активных аналогов является низкая
растворимость в водных растворах, что, однако, не
препятствует их высокой биодоступности при раз-
личных способах доставки, хотя и требует допол-
нительных усилий по разработке базирующихся на
структуре таких соединений лекарственных форм.

Несмотря на востребованность в основном аго-
нистов рецептора ЛГ/ХГЧ, в ряде случаев, напри-
мер, при гонадотропин-зависимых опухолях или
для предотвращения преждевременного полового
созревания у мальчиков, необходимы антагонисты
или инверсионные агонисты этого рецептора. По-
добных препаратов, лигандов ортостерического
сайта рецептора ЛГ/ХГЧ, в настоящее не разрабо-
тано, что делает необходимым создание аллостери-
ческих регуляторов с активностью антагонистов и
инверсионных агонистов на основе низкомолеку-
лярных лигандов.

Аллостерические агонисты и позитивные 
аллостерические модуляторы рецептора ЛГ/ХГЧ

Первые низкомолекулярные агонисты рецептора
ЛГ/ХГЧ были разработаны голландскими учеными в
2002 г. на основе производных тиено[2,3-d]-пирими-
дина, наиболее активными среди которых были со-
единение Org41841, N-трет-бутил-5-амино-4-(3-ме-
токсифенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]-пиримидин-
6-карбоксамид, и его аналог – Org43553 [154]
(табл. 4).

В дальнейшем соединения Org41841 и Org43553
стали прототипами для большого числа других
низкомолекулярных соединений с агонистической
активностью, включая новые производные тие-
но[2,3-d]-пиримидина [116, 620, 658, 659, 661–663,
665, 666, 680–682]. Показано, что соединение
Org43553 специфично связывается с рецептором
ЛГ/ХГЧ (Kd, 2.4 нМ), причем в его присутствии
связывание [125I]-ХГЧ с рецептором сохраняется,
что указывает на несовпадение ортостерического и
Org43553-специфичного аллостерического сайтов
[657]. В пользу несовпадения этих сайтов свиде-
тельствует отсутствие снижения стимулирующего
эффекта ЛГ на активность АЦ и цАМФ-зависимых
транскрипционных факторов в клетках, экспрес-
сирующих рецептор ЛГ/ХГЧ, в присутствии
Org43553 [158].

Гонадотропины, ЛГ и ХГЧ, через посредство
различных G-белков активируют как АЦ, так и
PLСβ, повышая внутриклеточную концентрацию
ионов кальция, причем для активации PLСβ требу-
ются более высокие концентрации гонадотропи-

нов, чем для активации АЦ [683]. Соединение
Org43553 является более селективным по отноше-
нию к аденилатциклазному пути, играющему клю-
чевую роль в синтезе и секреции половых стероид-
ных гормонов, практически не влияя на Gq/11-бел-
ки, PLСβ и фосфоинозитидный обмен [158].
Только в высоких концентрациях (1–10 мкМ) Org
43553 стимулировал PLСβ на 33–37%, что состав-
ляет менее 5% от соответствующего эффекта ЛГ.
Соединение Org43553 сравнительно слабо влияло
на активность β-аррестинов, на что указывает от-
сутствие его стимулирующего эффекта на актив-
ность MAPKs и эндоцитоз рецепторов ЛГ/ХГЧ.
Тем самым Org43553 характеризуется предвзятой
активностью по отношению к Gs-белкам и АЦ, что
обеспечивает его выраженный стероидогенный
эффект как in vitro [158, 658]), так и in vivo при раз-
личных путях введения экспериментальным жи-
вотным и женщинам-добровольцам [658–660]. Не-
обходимо отметить, что разработанные нами тие-
но[2,3-d]-пиримидиновые производные также
избирательно стимулировали аденилатциклазный
сигнальный путь [663, 665], что может указывать на
присутствие в молекулах тиено[2,3-d]-пиримидино-
вых производных фармакофоров, ответственных за
стабилизацию активной конформации рецептора,
взаимодействующей с Gs-белком. Исследование
структуры и локализации аллостерического сайта,
с которым связывались Org43553 и его аналоги, по-
казало, что в его формировании принимают уча-
стие ориентированные во внутреннюю полость
трансмембранного тоннеля АКО, принадлежащие
ТМ3, ТМ5 и ТМ6, а также ориентированные во
внеклеточный вестибюль этого тоннеля остатки
ECL2 и ECL3, формирующие внешний вход в этот
сайт [588, 634]. Эти результаты были подтверждены
при исследовании взаимоотношений структура–
активность и при молекулярном докинге разрабо-
танных нами производных тиено[2,3-d]-пирими-
дина [665, 666].

Пероральное введение Org43553 (50 мг/кг) вы-
зывало овуляцию у неполовозрелых мышей и по-
ловозрелых крыс. Полученные яйцеклетки были
хорошего качества, характеризовались высокой
фертильностью, при имплантации давали жизне-
способные эмбрионы. При введении самцам крыс
Org43553 стимулировал у них тестикулярный сте-
роидогенез, повышая уровень тестостерона в кро-
ви [658]. Соединение Org43553 при пероральном
введении женщинам-добровольцам репродуктив-
ного возраста (в дозе 300 мг) вызывало овуляцию у
83% из них без каких-либо значимых побочных эф-
фектов [660]. Важно, что в этом случае, как и при
индукции овуляции у грызунов, не было выявлено
признаков развития синдрома гиперстимуляции
яичников, что свидетельствует о перспективности
этого агониста для индукции овуляции и лечения
репродуктивных расстройств у женщин. Это во
многом обусловлено более мягкой активацией
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Таблица 4. Аллостерические регуляторы рецептора ЛГ/ХГЧ

Фармакологическая 
активность Соединения Биологический эффект Ссылки

Аллостерические агонисты Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вые производные (Org41841, 
Org43553)

Стимулируют Gs-белки и АЦ в клет-
ках с экспрессированным рецепто-
ром ЛГ/ХГЧ, при введении самцам
крыс повышают продукцию тесто-
стерона, при введении самкам крыс и
женщинам-добровольцам вызывают
у них индукцию овуляции. Отмечено
отсутствие конкуренции с гонадо-
тропинами за связывание с рецепто-
рами

 [154, 158,
657–660]

Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вые производные (TP01, 
TP02, TP21, TP22, TP23)

Стимулируют активность Gs-белков
и АЦ в тестикулярных и овариальных
мембранах, повышают продукцию
тестостерона при в/б и пероральном
способах введения самцам крыс

 [661–663]

Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вые производные (TP03, 
TP04)

Стимулируют аденилатциклазную
систему в тестикулярных мембранах,
активируют стероидогенез и продук-
цию тестостерона в культивируемых
клетках Лейдига, стимулируют тести-
кулярный стероидогенез при в/б,
подкожном и пероральном введении
самцам крыс, в том числе с диабетом
и стареющим животным, активируют
овариальный стероидогенез и вызы-
вают индукцию овуляции у поло-
возрелых и неполовозрелых самок
крыс, потенцируют стероидогенные
эффекты ХГЧ in vitro и in vivo

 [664–669]

Производное пиразола,
Compound 1

Стимулирует активность АЦ и про-
дукцию тестостерона в клетках Лей-
дига

 [670]

Пепдуцин 562–572-
K(Palm)A, его димерный ана-
лог, включающий сшитые 
участки 562–572

Стимулируют АЦ и Gs-белки в тести-
кулярных и овариальных мембранах
крыс, 562–572-K(Palm)A повышает
продукцию тестостерона у самцов
крыс при интратестикулярном введе-
нии

 [671, 672]

Аллостерические антагони-
сты

Производное терфенила, 
LUF5771

Существенно ингибирует стимулиру-
ющие эффекты ХГЧ и аллостериче-
ских агонистов на ЛГ-зависимые
внутриклеточные каскады

 [673, 674]

Производные бензамидов 
(ADX68692, ADX68693)

Ингибируют стимулированную гона-
дотропинами активность ЛГ-зависи-
мых сигнальных каскадов, показана
специфичность эффектов в различных
типах клеток и при различном соотно-
шении экспрессии рецепторов
ЛГ/ХГЧ и ФСГ

 [675]
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NAM Производные тетрагидро-1,6-
нафтиридина (BAY-298, 
BAY-899)

Снижают стимулированную гона-
дотропинами и аллостерическими
агонистами продукцию стероидных
гормонов, ингибируют системы
тестикулярного и овариального стеро-
идогенеза, подавляют фолликулогенез
при введении самкам крыс

 [676]

Дихлородифенилтрихлорэтан Ослабляет стимулирующий эффект
ХГЧ на АЦ, подавляет ЛГ/ХГЧ-инду-
цированное рекрутирование β-арре-
стинов, но существенно не влияет на
гонадотропин-стимулированную про-
дукцию тестостерона, что указывает на
предвзятость его эффектов в отноше-
нии различных сигнальных каскадов

 [677]

NAM/Аллостерический 
инверсионный агонист

Тиено[2,3-d]-пиримидино-
вое производное TP31

Снижает стимулирующие эффекты
ХГЧ и TP03 на активность АЦ в тести-
кулярных мембранах (в большей сте-
пени в случае TP03), ингибирует ХГЧ-
индуцированную стимуляцию продук-
ции тестостерона у самцов крыс.
Вызывает небольшое снижение базо-
вого уровня тестостерона

 [678, 679]

Производное пиридо[3,4-
d]пиримидина PP17

Ингибирует стимулирующие эффекты
ХГЧ и TP03 на аденилатциклазную
систему в тестикулярных мембранах (в
большей степени в случае ХГЧ), инги-
бирует ХГЧ-стимулированный и базо-
вый уровни тестостерона в крови
самцов крыс

 [678]

Фармакологическая 
активность Соединения Биологический эффект Ссылки

Таблица 4. Окончание

цАМФ-зависимых сигнальных путей, а также
меньшим периодом полувыведения Org43553 в
сравнении с ХГЧ, что предотвращает длительную
активацию рецептора ЛГ/ХГЧ в клетках-мишенях
[658, 660].

Основываясь на фармакологических характери-
стиках Org43553 и его аналогов, нами была разра-
ботана серия тиено[2,3-d]-пиримидиновых произ-
водных, первым из которых было созданное и изу-
ченное в 2014 г. соединение 5-амино-N-(трет-
бутил)-4-(3-(изоникотинамидо)фенил)-2-(метил-
тио)тиено [2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида
(TP01) [661–663] (табл. 4). Среди синтезированных
нами соединений наибольшей активностью харак-
теризовались TP03 и TP04, которые были детально
изучены в условиях in vitro и in vivo [665, 666]
(табл. 4). Они стимулировали активность АЦ в те-
стикулярных и овариальных мембранах крыс, а
также повышали продукцию тестостерона при ин-
кубации с клетками Лейдига, причем их стимули-

рующие эффекты были частично аддитивны с та-
ковыми ХГЧ. При внутрибрюшинном и перораль-
ном введении самцам крыс они стимулировали
тестикулярный стероидогенез, повышая продук-
цию тестостерона в крови. Это сопровождалось по-
вышением экспрессии ряда стероидогенных генов,
в первую очередь холестерин-транспортирующего
белка StAR, катализирующего первую, скорость-
лимитирующую стадию стероидогенеза. Эффект
TP03 и TP04 сохранялся при длительном (5 дней и
более) введении, в то время как соответствующие
эффекты ХГЧ при этом существенно ослабевали
[664–666]. Стабильность стимулирующего эффек-
та соединений TP03 и TP04 на тестикулярный сте-
роидогенез была во многом обусловлена сохране-
нием экспрессии рецептора ЛГ/ХГЧ в семенниках,
которая в значительной степени снижалась при
длительной обработке гонадотропинами.

Стероидогенный эффект тиено[2,3-d]-пирими-
диновых производных был отчетливо выражен при
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введении стареющим животным и самцам крыс с
различными моделями сахарного диабета, в то вре-
мя как стимулирующий эффект ХГЧ на тестику-
лярный стероидогенез у этих животных снижался
[684]. Показано также, что у диабетических живот-
ных введение соединений TP03 и TP04 приводило
к повышению подвижности эпидидимальных
сперматозоидов, нормализовало их число, а также
число сперматоцитов в семенных канальцах, вос-
станавливало толщину герминативного эпителия,
что указывает на нормализацию процесса сперма-
тогенеза [665, 666].

Многие побочные эффекты гонадотропинов
обусловлены сравнительно высокими их дозами,
используемыми в репродуктивной медицине, что
сопровождается сначала гиперстимуляцией ЛГ-за-
висимых сигнальных путей, а впоследствии фор-
мированием резистентности клеток-мишеней к
эндогенным гонадотропинам. Обнаруженная нами
в экспериментах in vitro аддитивность стимулирую-
щих эффектов ХГЧ и тиено[2,3-d]-пиримидино-
вых производных, являющаяся следствием различ-
ной локализации сайтов их связывания с молеку-
лой рецептора, позволила высказать гипотезу, что
низкомолекулярные агонисты способны повышать
эффективность низких доз гонадотропинов при их
комбинированном использовании. Действительно,
при совместном воздействии сравнительно низких
доз TP03 (15 мг/кг) и ХГЧ (10 МЕ/крысу) отмечали
потенцирование стимулирующего эффекта гона-
дотропина на продукцию тестостерона и экспрес-
сию ключевых стероидогенных генов (StAR,
Cyp11a1) [685]. Потенцирующее действие TP03 бы-
ло продемонстрировано у самцов крыс с различны-
ми моделями сахарного диабета 1-го и 2-го типов и
было выражено сильнее, чем у недиабетических
животных. Тем самым показана перспективность
комбинированной терапии тиено[2,3-d]-пирими-
динами и гонадотропинами при компенсации ан-
дрогенного дефицита, вызванного метаболически-
ми расстройствами [685, 686].

Нами показано, что длительная, на протяжении
5 нед, терапия самцов крыс с сахарным диабетом
2-го типа метформином не только частично вос-
станавливала у них стероидогенез и сперматогенез,
но и усиливала стероидогенные ответы при введе-
нии животным TP03 [666, 667], что указывает на
улучшение чувствительности семенников к алло-
стерическим агонистам. Это было обусловлено
нормализацией экспрессии рецепторов ЛГ/ХГЧ и
ферментов стероидогенеза в семенниках диабети-
ческих животных. В то же время при длительном
введении TP03 крысам, леченным метформином,
стимулирующий эффект низкомолекулярного аго-
ниста на продукцию тестостерона немного ослабе-
вал, что может быть компенсаторной реакцией на
длительную гиперактивацию системы тестикуляр-
ного стероидогенеза. Тем самым метформиновая
терапия, которая эффективна для восстановления

репродуктивной системы при метаболических рас-
стройствах, сопровождающихся ожирением [687,
688], способна усиливать острые ответы семенни-
ков на стимуляцию аллостерическими агонистами
рецептора ЛГ/ХГЧ, но мало эффективна для под-
держания стероидогенных эффектов этих агони-
стов при их длительном применении.

Опираясь на данные, полученные при стимуля-
ции тестикулярного стероидогенеза, было изучено
влияние соединения TP03 на овариальный стерои-
догенез и овуляцию у самок крыс. Введение этого
соединения половозрелым и неполовозрелым сам-
кам крыс усиливало овариальный стероидогенез,
повышая продукцию прогестерона, а у обработан-
ных препаратом ФСГ фоллимагом неполовозре-
лых самок вызывало овуляцию, причем TP03 не
уступал по эффективности ХГЧ [668, 669]. TP03
не вызывал повышения экспрессии фактора роста
эндотелия сосудов в яичниках, одного из триггеров
синдрома гиперстимуляции яичников [668]. Тем
самым TP03 и его аналоги могут быть использова-
ны для стимуляции овариального стероидогенеза и
контролируемой индукции овуляции у женщин,
что открывает широкие перспективы для их при-
менения в ВРТ.

Наряду с тиено[2,3-d]-пиримидиновыми про-
изводными, ведутся поиски аллостерических аго-
нистов рецептора ЛГ/ХГЧ и среди других классов
низкомолекулярных соединений. Наибольший
интерес в этом отношении представляют произ-
водные пиразола, одно из которых (Compound 1)
стимулировало активность АЦ (EC50, 20 нМ) и про-
дукцию тестостерона клетками Лейдига со значе-
нием EС50, равным 1.31 мкМ [670] (табл. 4). Его эф-
фективность была сопоставимой с таковой ХГЧ.
При внутрибрюшинном введении самцам крыс
Соединение 1 (32 мг/кг) повышало уровень тесто-
стерона в крови животных. Как и тиено[2,3-d]-пи-
римидиновые производные, Соединение 1 не кон-
курировало с ХГЧ за места связывания с рецепто-
ром, что указывает на отсутствие перекрывания
сайтов, связывающих производное пиразола и го-
надотропин. Основываясь на результатах молеку-
лярного докинга, был сделан вывод, что Соедине-
ние 1 взаимодействует с аллостерическим сайтом,
локализованным в трансмембранном домене ре-
цептора [670].

Аллостерические антагонисты и негативные 
аллостерические модуляторы рецептора ЛГ/ХГЧ

Первым среди низкомолекулярных антагони-
стов рецептора ЛГ/ХГЧ стало производное терфе-
нила LUF5771, которое подавляло стимуляцию ре-
цептора гонадотропинами и аллостерическими
агонистами, в том числе эндогенным ЛГ [673, 674]
(табл. 4). В концентрации 10 мкМ оно более чем в
три раза ускоряло диссоциацию Org43553 от рецеп-
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тора ЛГ/ХГЧ и в 2–3 раза снижало регуляторные
эффекты ХГЧ и Org43553 на ЛГ-зависимый внут-
риклеточный сигналинг [673, 674]. Исследование
сайта связывания соединения LUF5771 показало,
что он, как и сайт связывания Org43553 и других
тиено[2,3-d]-пиримидинов, локализован в транс-
мембранном тоннеле, частично с ним перекрыва-
ется, но включает иной набор АКО, локализован-
ных в ТМ1, ТМ2, ТМ3, ТМ6 и ТМ7, а также в ECL2
[674]. Другое производное терфенила, соединение
LUF5419, в присутствии которого ингибирующие
эффекты LUF5771 снижаются в 2–10 раз, связыва-
лось с тем же сайтом, что и LUF5771, но при этом
не образовывало контакты с АКО, локализованны-
ми в ТМ1 и ТМ2 [673]. Предположительно именно
эти остатки и могут быть ответственны за ингиби-
рующий эффект LUF5771.

Основываясь на этих результатах, в дальнейшем
на основе тетрагидро-1,6-нафтиридина были раз-
работаны соединения BAY-298 и BAY-899, наде-
ленные активностью NAM для рецептора ЛГ/ХГЧ
[676] (табл. 4). Соединение BAY-298 снижало сти-
мулированную ЛГ и аллостерическим агонистом
Org43553 продукцию стероидных гормонов, подав-
ляя тестикулярный и овариальный стероидогенез,
а также блокировало фолликулогенез при введе-
нии самкам крыс. При этом оно связывалось с сай-
том, отличным не только от ортостерического сай-
та, но и от аллостерического сайта связывания
Org43553, который в значительной степени пере-
крывался с сайтом связывания LUF5771. Соедине-
ние BAY-899 дозозависимо подавляло стероидоге-
нез при введении самкам крыс и, подобно BAY-
298, останавливало цикл в фазе диэструса и метэст-
руса [676].

Параллельно нами были разработаны производ-
ные тиено[2,3-d]-пиримидина (TP31) и пири-
до[3,4-d]пиримидина (PP17), которые подавляли
стимулированную ХГЧ и TP03 активность Gs-
белков и фермента АЦ во фракции плазматиче-
ских мембран, выделенных из семенников сам-
цов крыс, причем TP31 (5-амино-N-(трет-бу-
тил)-2-(метилтио)-4-[3-(2-(этиламино)никотина-
мидо)-фенил]тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид)
был эффективнее в отношении стимулирующего
эффекта TP03, а PP17 (этиловый эфир 7-амино-
4-(3-(этоксикарбонил)пиперидин-1-ил)-2-(метил-
сульфанил)пиридо[4,3-d]пиримидин-8-карбоно-
вой кислоты) – в отношении соответствующего
эффекта ХГЧ [678, 679] (табл. 4). Обнаруженные
эффекты, как мы полагаем, обусловлены различ-
ной локализацией TP31- и PP17-связывающих ал-
лостерических сайтов, а также сходной локализа-
цией сайта, связывающего структурно близкие, но
отличающиеся по фармакологическому профилю
тиено[2,3-d]-пиримидиновые производные TP03 и
TP31. В экспериментах in vivo соединения TP31 и
PP17 снижали стимулированную ХГЧ продукцию
тестостерона, в существенно меньшей степени

влияя на базовый уровень гормона, контролируе-
мый эндогенным ЛГ, причем TP31 был эффектив-
нее PP17. Тем самым, TP31 и PP17 проявляют ак-
тивность NAM для гонадотропин-стимулирован-
ного рецептора ЛГ/ХГЧ, а также оказывают
антагонистический эффект в отношении стимуля-
ции агонистами трансмембранных аллостериче-
ских сайтов. С учетом слабо выраженного влияния
на базовый уровень тестостерона, оба эти соедине-
ния могут быть классифицированы, как NAM/ин-
версионные агонисты.

Недавно было обнаружено, что дихлородифе-
нилтрихлорэтан (p,p′DDT), который потенцирует
ответ рецепторов ФСГ на введение препаратов
ФСГ, также влияет на активность рецептора
ЛГ/ХГЧ, предотвращая его активацию ЛГ и ХГЧ
[677] (табл. 4). В культуре CHO-клеток p,p′DDT
снижал стимулирующее влияние ХГЧ на уровень
внутриклеточного цАМФ, и наряду с этим подав-
лял рекрутирование β-аррестинов, индуцирован-
ное ЛГ и ХГЧ. При этом, однако, он существенно
не влиял на стимулированную гонадотропинами
продукцию тестостерона. Это указывает на его ак-
тивность как NAM для рецептора ЛГ/ХГЧ, наде-
ленного предвзятой активностью в отношении
определенных внутриклеточных каскадов [677].
Другим классом соединений, которые были актив-
ны как в отношении рецептора ФСГ, так и рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ, являются производные бензамидов
ADX68692 и ADX68693, которые в различной сте-
пени ингибировали стимулированную гонадотро-
пинами активность этих рецепторов [675]. Пара-
доксально, но их действие является специфичным
по отношению к определенным типам клеток с
экспрессированными в них рецепторами ФСГ и
ЛГ/ХГЧ и во многом зависит от паттерна их экс-
прессии. Не исключено, что мишенью производ-
ных бензамида являются гетероолигомерные ком-
плексы рецепторов ФСГ и ЛГ/ХГЧ, что и опреде-
ляет сложный профиль их фармакологической
активности. Резюмируя, можно отметить, что в от-
личие от аллостерических агонистов рецептора
ЛГ/ХГЧ, антагонисты и NAM менее специфичны
по отношению к этому рецептору, что может быть
обусловлено как сходством конфигурации “инги-
бирующего” аллостерического сайта рецепторов
ФСГ и ЛГ/ХГЧ, так и гетероолигомеризацией этих
рецепторов.

10.3. Аллостерические пептидные регуляторы 
внутриклеточного аллостерического сайта

Как и в случае рецептора ТТГ, проксимальные к
мембране участки ICL3 рецептора ЛГ/ХГЧ играют
определяющую роль во взаимодействии с Gs-бел-
ком, опосредующим стимуляцию цАМФ-зависи-
мого сигналинга. Важное значение в таком взаимо-
действии имеют целостность кластеров положи-
тельно заряженных аминокислот и способность
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участков ICL3 образовывать амфипатическую спи-
раль, оптимальную для формирования внутрикле-
точного аллостерического сайта. В полном соот-
ветствии с этими критериями нами был разработан
пальмитоилированный с С-конца пепдуцин
NK-DTKIAKK-Nle-A562–572-K(Palm)-A (562–572-
K(Palm)A), соответствующий С-концевому участ-
ку ICL3 рецептора ЛГ/ХГЧ [671, 672] (табл. 4). Для
изучения взаимоотношений структура–актив-
ность были изучены его аналоги – немодифици-
рованные пептиды 558–572 и 562–572, и липо-
фильные производные пептида 562–572, моди-
фицированные пальмитатом или деканоатом с N-
и C-концов, а также разветвленные аналоги пепти-
да 562–572 с дендримерной структурой [689].

Пепдуцин 562–572-K(Palm)A и его димерный
аналог, включающий сшитые через лизиновый мо-
стик последовательности 562–572, стимулировали
АЦ и ГТФ-связывающую активность Gs-белков в
тестикулярных и овариальных мембранах крыс
[671, 672]. Пепдуцин 562–572-K(Palm)A превосхо-
дил как немодифицированный аналог, так и более
протяженный пептид 558–572, что подтверждает
концепцию о том, что гидрофобный радикал, ими-
тирующий ТМ (в нашем случае ТМ6), важен для
активности пепдуцинов. Было установлено, что
пепдуцин 562–572-K(Palm)A специфично активи-
рует чувствительные к холерному токсину Gs-бел-
ки, существенно не влияя на Gi/o- и Gq/11-белки,
также сопряженные с рецептором ЛГ/ХГЧ [672].

При изучении различных вариантов липофильных
производных пептида 562–572, модифицирован-
ных деканоильными и пальмитоильными радика-
лами, было показано, что модификация ацильным
радикалом с N-конца, который в молекуле рецеп-
тора соответствует середине гидрофильной ICL3,
нарушает структуру пептида, в то время как дека-
ноат в любой локализации недостаточен по длине и
гидрофобности для транслокации пептида через
мембрану и(или) для стабилизации его конформа-
ции, необходимой для эффективного взаимодей-
ствия с рецептором [689].

Для изучения активности пепдуцина 562–
572-K(Palm)A in vivo осуществляли его введение
самцам крыс линии Wistar. При интратестикуляр-
ном введении этот пепдуцин дозозависимо повы-
шал продукцию тестостерона, что подтверждает
наличие у него стероидогенной активности. Одна-
ко отсутствие значимого влияния пепдуцина на
уровень тестостерона при его внутрибрюшинном
введении свидетельствует о его деградации в кро-
вотоке, что требует дальнейших исследований по
созданию устойчивых к протеолизу аналогов этого
пепдуцина [690]. Полученные результаты доказы-
вают наличие внутриклеточного аллостерического
сайта в молекуле рецептора ЛГ/ХГЧ, который мо-
жет стать мишенью для позитивной и негативной
регуляции ЛГ-сигналинга.

На рис. 3 суммированы данные по локализации
аллостерических сайтов в молекуле рецептора

Рис. 3. Аллостерические сайты в молекуле рецептора ЛГ/ХГЧ и их регуляторы.
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ЛГ/ХГЧ, а также по основным, известным в насто-
ящее время их аллостерическим регуляторам. Как
и в случае рецептора ТТГ, множественность алло-
стерических сайтов в рецепторе ЛГ/ХГЧ является
основой для тонкой регуляции ЛГ-зависимых сиг-
нальных каскадов в клетках-мишенях. К этому не-
обходимо добавить возможность трансактивации
рецептора ЛГ/ХГЧ в комплексе с рецептором ФСГ,
что также является одним из важнейших механиз-
мов регуляции, сочетающей в себе как ортостери-
ческие, так и аллостерические влияния.

На рис. 4 представлены разработанные в насто-
ящее время синтетические аллостерические регу-
ляторы рецептора ЛГ/ХГЧ с активностью полных
или частичных агонистов, в том числе пептидной
природы (пепдуцин 562–572 и его димерный
конструкт), нейтральных антагонистов, инвер-
сионных агонистов, NAM, а также соединений со
смешанным профилем фармакологической актив-
ности (инверсионный агонист/NAM). В трансмем-
бранном домене рецептора ЛГ/ХГЧ показаны ос-
новные локусы, AS-1, AS-2 и AS-3, являющиеся
мишенями для аллостерических регуляторов, при-
чем в каждом локусе может быть локализовано не-

сколько топологически различающихся аллосте-
рических сайтов. В локусе AS-2 аллостерические
сайты могут быть расположены внутри трансмем-
бранного канала (предпочтительная локализация)
или снаружи его, на границе трансмембранного
домена с липидной фазой мембраны. Показаны
возможные мишени действия аутоантител к рецеп-
тору ЛГ/ХГЧ, наделенных активностью стимуля-
торов ЛГ-зависимого сигналинга. Подробности
см. в табл. 4 и в соответствующих подразделах раз-
дела X.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Прогресс, достигнутый в последние годы в изу-

чении аллостерических сайтов GPCR и их эндо-
генных лигандов, отчетливо демонстрирует, что
регуляторные механизмы, определяющие функци-
ональную активность GPCR, гораздо богаче и
сложнее, чем предполагали ранее. Перед удивлен-
ным взором ученых, работающих в области изуче-
ния сигнальных систем клетки, предстала целая
Вселенная аллостерической регуляции GPCR, ко-
торая включает как множество аллостерических
сайтов, локализованных в различных локусах ре-

Рис. 4. Общая схема аллостерической регуляции GPCR. Представлены основные классы эндогенных аллостерических ре-
гуляторов GPCR, включая трансдукторные (G-белки, β-аррестины) и акцессорные белки (RAMP, RTP, REEP, RCP,
MRAP), простые ионы, липиды, аминокислоты и регуляторы пептидной и белковой природы, а также аутоантитела к
внеклеточным участкам рецепторов. Также указаны протомеры GPCR, относящихся как к одному, так и к различ-
ным типам рецепторов, которые при образовании ди- и олигомерных комплексов влияют на функциональную ак-
тивность GPCR в составе таких комплексов. Даны синтетические аллостерические регуляторы с различным профилем
фармакологической активностью, являющиеся как низкомолекулярными соединениями, так и регуляторами пептидной
природы (пепдуцины). 
Сокращения: RAMPs – Receptor-activity-modifying proteins; RTPs – Receptor-transporting proteins; REEPs – Receptor expres-
sion-enhancing proteins; RCPs – Receptor-component proteins; MRAPs – Melanocortin receptor-accessory proteins; MBP – my-
elin basic protein; 5-HT modulin – 5-Hydroxytryptamine modulin.

Autoantibody to extracellular
regions of GPCRs 

GPCR-accessory proteins,
including RAMPs, RTPs,

REEPs, RCPs, and MRAPs

Cholesterol, phospholipids 
(including PIP2 and РI(3,4,5)Р3),

endocannabinoids, steroid hormones
and their metabolites 

Heterotrimeric G proteins,
beta-Arrestins 

Synthetic low-molecular allosteric regulators

Protomers as part of di-
and oligomeric GPCR complexes

Amino acids and their derivatives,
including homocysteine and agmatine

Peptides and proteins, including pepcans,
5-НТ modulin, glutathione, dynorphin А,

protamine and МВР

Simple ions (Na+, Mg2+, Zn2+, 
Mn2+, Cu2+, chloride anions, etc.)

Pepducins (lipid-modified
GPCR-derivatives) 
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цепторов, взаимосвязанных между собой и взаи-
модействующих с ортостерическим сайтом, так и
множество эндогенных аллостерических регулято-
ров, наделенных как модулирующей, так и соб-
ственной активностью, которые с различной сте-
пенью специфичности взаимодействуют с этими
сайтами. Ситуация усложняется тем, что аллосте-
рические влияния реализуются не только на уров-
не функционирования отдельной молекулы рецеп-
тора, но и на уровне рецепторных комплексов и
комплексов GPCR с другими компонентами сиг-
нальной трансдукции. Тем самым информационная
емкость системы передачи сигнала через GPCR,
паттерн функциональных состояний рецепторов и
диапазон возможных физиологических ответов на
активацию рецептора различными по природе и
механизмам действия агонистами повышаются в
очень большой степени. Отсюда кажущаяся “не-
предсказуемость” сигнальной трансдукции, кото-
рая в реальности отражает широкий спектр аллосте-
рических влияний, которые, накладываясь друг на
друга, осуществляют тонкую настройку GPCR на
определенную внутриклеточную мишень с вполне
определенной силой воздействия.

Основы аллостерической регуляции закладыва-
лись на самых ранних стадиях эволюции GPCR,
поскольку аллостерические сайты, являющиеся
мишенями для простых ионов, липидов и амино-
кислот, сформировались еще в GPCR одноклеточ-
ных эукариот, грибов и растений. Более того, осно-
вы такой регуляции могли сформироваться еще на
уровне сенсорных белков прокариот, предше-
ственников GPCR, активность которых во многом
определялась кислотностью среды (pH), простыми
ионами и некоторыми липидами. Фактически,
паттерн аллостерической регуляции является пер-
вичным для ортостерической регуляции, хотя в
дальнейшем обе эти формы регуляции эволюцио-
нировали совместно. При этом имеются все осно-
вания полагать, что, по крайней мере для некото-
рых представителей GPCR, происходила смена ро-
лей одного и того же по топологии и структурной
организации сайта, который на одних этапах эво-
люции функционировал как аллостерический, а в
дальнейшем становился ортостерическим сайтом,
и наоборот. К сожалению, этот вопрос в настоящее
время остается малоисследованным.

Многообразие аллостерических влияний можно
обобщить в виде схемы, на которой представлены
как разнообразные эндогенные аллостерические
регуляторы, включая аутоантитела к GPCR и бел-
ки, компоненты GPCR-опосредуемого сигналинга
(G-белки, β-аррестины, RAMP), так и синтетиче-
ские аллостерические регуляторы, которые сейчас
интенсивно разрабатываются и уже оказались в
фокусе внимания фармацевтической индустрии
(рис. 4). При этом перечень аллостерических регу-
ляторов постоянно пополняется, как и уточняются
механизмы их действия на GPCR и сигнальные си-

стемы в целом, что особенно важно для разработки
молекулярных основ предвзятого агонизма.
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ALLOSTERIC SITES AND ALLOSTERIC REGULATORS 
OF G-PROTEIN-COUPLED RECEPTORS:

GRAY CARDINALS OF SIGNAL TRANSDUCTION
A. O. Shpakov

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
e-mail: alex_shpakov@list.ru

Membrane G protein-coupled receptors (GPCRs) are key components of most eukaryotic signaling systems,
transducing external signals to intracellular effector proteins. Activation of GPCRs occurs through the specific
binding of ligands of different nature to their orthosteric site. However, regulation of the affinity of an orthosteric
agonist for the receptor, control of its effectiveness, and selection of the preferentially activated intracellular sig-
naling cascade is carried out using allosteric mechanisms. This is due to the presence in GPCRs of many al-
losteric sites, which differ in structural and functional organization and topology in the receptor molecule, and
are located in all its functional subdomains. The endogenous regulators of these sites are simple ions (Na+, Zn2+,
Mg2+, Ca2+, Cl– and others), lipids (cholesterol, phospholipids, steroids), amino acids and their derivatives,
polypeptides, as well as signaling proteins that form functionally active complexes with GPCRs (G proteins, β-ar-
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restins, RAMPs), and autoantibodies to the extracellular regions of GPCRs. Based on pharmacological activity,
ligands of allosteric sites of GPCRs are divided into positive, negative or silent modulators of the effects of or-
thosteric agonists, as well as full and inverse agonists or neutral antagonists, which affect the basal activity of the
receptor in the absence of an orthosteric agonist, although combining the properties of a modulator and an ago-
nist is also possible. The multiplicity of allosteric sites and allosteric regulators, complex interactions between
them, and the involvement of allosteric mechanisms in the formation of receptor complexes play a key role in
fine-tuning the functional activity of signaling cascades, in biased agonism, and predetermine the processes
of receptor desensitization and the fate of the receptor complex after hormonal signal transduction. The re-
view summarizes and analyzes current concepts and new trends in the field of studying the allosteric regu-
lation of GPCRs, the localization and functional role of allosteric sites, and their endogenous and synthetic li-
gands. As an example, synthetic allosteric regulators of the receptors of thyroid-stimulating and luteinizing hor-
mones, as potential drugs for the correction of endocrine disorders, are discussed in detail.

Keywords: allosteric regulator, G protein-coupled receptor, allosteric site, orthosteric agonist, signal transduc-
tion, heterotrimeric G protein, β-arrestin, receptor complex
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