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Сопряженные с G-белками рецепторы (GPCR) являются самым обширным се-
мейством сенсорных белков, через посредство которых регуляторные эффекты на
клетку оказывают различные по природе гормональные агенты. Наряду с ортосте-
рическим сайтом, с которым специфично связываются эндогенные лиганды, в GP-
CR присутствуют аллостерические сайты, обычно локализованные в его внекле-
точных и цитоплазматических петлях. Однако в GPCR полипептидных гормонов,
в которых связывание с лигандом осуществляется через посредство значительного
по размеру эктодомена, аллостерические сайты могут располагаться в трансмем-
бранном канале, где в большинстве других GPCR локализован ортостерический
сайт. Аллостерические регуляторы могут функционировать как полные и инверси-
онные агонисты и антагонисты или модулировать регуляторные эффекты гормо-
нов. Поскольку даже в структурно и функционально близких рецепторах аллосте-
рические сайты различаются, то взаимодействующие с ними регуляторы характе-
ризуются более высокой рецепторной специфичностью в сравнении с лигандами
ортостерических сайтов. Более того, аллостерические регуляторы стабилизируют
только определенные активные конформации рецептора и, тем самым, способны
селективно стимулировать или, напротив, подавлять активность определенных
внутриклеточных сигнальных каскадов. Наибольшие успехи достигнуты в разра-
ботке низкомолекулярных аллостерических регуляторов рецепторов гипофизар-
ных гликопротеиновых гормонов, что исключительно важно для лечения заболе-
ваний репродуктивной и тиреоидной систем. Современному состоянию проблемы
аллостерических регуляторов GPCR, активируемых полипептидными гормонами,
и достижениям в их разработке посвящен настоящий обзор.

Ключевые слова: аллостерический регулятор, G-белок-сопряженный рецептор,
низкомолекулярный агонист, аллостерический сайт, рецептор лютеинизирую-
щего гормона

DOI: 10.1134/S0869813919030014

ВВЕДЕНИЕ

Значительное количество гормонов, нейротрансмиттеров, ростовых факторов,
нутриентов реализуют свои регуляторные эффекты на клетки-мишени через по-

Принятые сокращения: АденР – аденозиновый рецептор; ЛГ – лютеинизирующий гормон; ТТГ – тирео-
тропный гормон; ФСГ – фолликулостимулирующий гормон; ХГЧ – хорионический гонадотропин че-
ловека; GPCR – G-белок-сопряженный рецептор.
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средство их связывания с G-белок-сопряженными рецепторами (GPCR), пред-
ставляющими собой самое обширное семейство сенсорных белков как у человека,
так и у животных различного филогенетического уровня. Создание новых лекар-
ственных препаратов, способных с высокой селективностью и эффективностью
регулировать GPCR, является одной из наиболее острых и актуальных проблем со-
временной физиологии и эндокринологии. Несмотря на то, что GPCR – основные
фармакологические мишени примерно для половины используемых в медицине
лекарственных препаратов, только для ограниченного числа этих рецепторов име-
ется вся необходимая “линейка” таких препаратов, включая их селективные аго-
нисты и антагонисты [1, 2]. Наибольшие трудности возникают с поиском и разра-
боткой регуляторов GPCR, активируемых полипептидными гормонами, поскольку
процессы синтеза и очистки гормонов белковой природы сопряжены с рядом се-
рьезных проблем, что в значительной степени ограничивает или даже делает невоз-
можным их широкое применение в медицине [3]. В связи с этим в последние годы
особое внимание уделяют поиску низкомолекулярных аллостерических регулято-
ров рецепторов GPCR [4–6]. Наибольшие успехи достигнуты при разработке алло-
стерических регуляторов рецепторов гликопротеиновых гормонов с активностью
полных агонистов, антагонистов и инверсионных агонистов. Это позволило сде-
лать обоснованный вывод о том, что разработка новых селективных аллостериче-
ских регуляторов имеет не только важное прикладное значение, но и позволяет по-
новому взглянуть на молекулярную динамику активации GPCR, а также на тонкие
молекулярные механизмы, лежащие в основе функционального сопряжения GPCR
с внутриклеточными белками, выполняющими функции трансдукторов и эффек-
торов в GPCR-регулируемых сигнальных каскадах [7–11]. Целью настоящего обзора
были: 1) обсуждение современных тенденций в поиске и разработке низкомолеку-
лярных регуляторов рецепторов GPCR; 2) описание многообразия аллостериче-
ских регуляторов и их биохимических и физиологических особенностей и 3) по-
дробный анализ аллостерических агонистов, антагонистов и инверсионных агони-
стов GPCR гликопротеиновых гормонов.

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ АГОНИСТЫ GPCR
РЕЦЕПТОРОВ ПЕПТИДОВ И БЕЛКОВ

В качестве регуляторов GPCR полипептидных гормонов могут быть использова-
ны их низкомолекулярные лиганды с активностью агонистов и антагонистов. Как
известно, большинство GPCR активируются небольшими по размеру лигандами –
производными аминокислот, нуклеотидами, олигопептидами, которые легко про-
никают в трансмембранный канал GPCR, где расположен высокоаффинный орто-
стерический сайт. Для этих рецепторов с помощью стратегии молекулярного до-
кинга и изучения соотношения структура–активность в отношении соединений,
структурно близких эндогенному лиганду, успешно ведутся поиск и разработка новых
регуляторов с запрограммированной биологической активностью. Значительный
прогресс в этом направлении был достигнут после внедрения инновационных под-
ходов, позволяющих с высокой точностью устанавливать пространственную
структуру ортостерического сайта адренергических, серотониновых, аденозиновых
и ряда других GPCR, и конструировать на этой основе лиганды с активностью аго-
нистов и антагонистов [12, 13]. Подобные подходы позволили разработать высоко-
селективные агонисты серотониновых рецепторов 1F- и 1D-подтипов и антагонисты
серотониновых рецепторов 2B-подтипа и 7-го типа, которые в настоящее время на-
ходятся в фазе клинических испытаний как препараты для лечения мигрени [14].
Однако такой подход мало приемлем для рецепторов, которые активируются зна-
чительными по размеру полипептидными гормонами, не способными даже ча-
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стично проникать в трансмембранный канал. Эти гормоны, как правило, связыва-
ются с внеклеточным N-концевым доменом (эктодоменом), который по размеру
сопоставим с остальной частью молекулы рецептора, или сразу с несколькими вне-
клеточными петлями рецептора. При этом ортостерический сайт GPCR белковых
и полипептидных гормонов, формируемый внеклеточными участками и предна-
значенный для многоцентрового связывания полипептидного гормона, не являет-
ся мишенью для низкомолекулярных лигандов и не может ими активироваться.

Основываясь на этом, можно предположить, что стратегия поиска низкомолеку-
лярных агонистов и антагонистов для GPCR белковых и полипептидных гормонов
теряет всякий смысл. И здесь взоры исследователей обратились к аллостерическим
сайтам, присутствующим в молекулах всех рецепторов, включая и GPCR полипеп-
тидных гормонов. В большинстве GPCR аллостерические сайты расположены в ци-
топлазматических петлях и в интерфейсах, сформированных цитоплазматическими
расширениями трансмембранных участков и проксимальными участками цито-
плазматических петель [15–17]. В рецепторах полипептидных и белковых гормонов
они могут быть также локализованы в их трансмембранном канале [18–20]. Специ-
фичное взаимодействие аллостерического сайта с лигандом может приводить как к
активации (полный агонист), так и к ингибированию (инверсионный агонист)
GPCR, не оказывая при этом заметного влияния на связывание ортостерического
сайта рецептора с гормоном. Изменение конформации аллостерического сайта
при его связывании с лигандом может усиливать или, напротив, ингибировать ре-
гуляторные эффекты лигандов ортостерического сайта. В настоящее время алло-
стерическая регуляция подробно описана для некоторых ферментов, в том числе
различных типов протеинкиназ и, в меньшей степени, для некоторых семейств ре-
цепторов, включая GPCR [21].

Изучение структуры и механизмов функционирования аллостерических сайтов
в GPCR является исключительно важным для расшифровки тонких механизмов
активации и ингибирования GPCR и передачи генерируемых их эндогенными ли-
гандами сигналов внутрь клетки, а также для разработки новых фармакологиче-
ских подходов, предназначенных для лечения заболеваний, этиология и патогенез
которых обусловлены нарушениями функционирования GPCR [22]. Одним из ос-
новных преимуществ аллостерических регуляторов и модуляторов GPCR является
их высокая специфичность к определенным подтипам рецепторов, в том числе
имеющим одинаковые эндогенные лиганды ортостерического сайта. Разработка ал-
лостерических регуляторов является перспективной не только в отношении GPCR
белковых и полипептидных гормонов, где аллостерические регуляторы могут ока-
заться вне конкуренции в сравнении с эндогенными гормонами, и об этом пойдет
речь ниже, но также и в отношении GPCR, активируемых низкомолекулярными
эндогенными лигандами и имеющих множество подтипов, различающихся по фи-
зиологическим эффектам и локализации в организме. Проиллюстрируем это сле-
дующим примером.

В настоящее время имеется большое число природных и синтетических лигандов
ортостерического сайта аденозиновых рецепторов (АденР) с активностью полных
агонистов (NECA, CGS21680), инверсионных агонистов (ZM41385), нейтральных
антагонистов (PSB36, DU172a, T4Gb, 6DYb, 6DZb, кофеин, теофиллин), причем все
они структурно близки аденозину, эндогенному активатору АденР. Все эти лиган-
ды способны влиять на активность различных АденР. Так, кофеин блокирует АденР
А1-подтипа и АденР 2-го типа, которые существенно различаются по паттерну сиг-
нальных каскадов и влиянию на физиологические и биохимические процессы в
клетке [13, 23]. Сравнительно недавно в структуре АденР 1-го типа был обнаружен
аллостерический сайт, отсутствующий в АденР 2-го типа, связывание аллостериче-
ского лиганда с которым влияло на активность АденР 1-го типа, но не затрагивало
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АденР 2-го типа. Показано, что соединение VCP171, являющееся лигандом этого
сайта, усиливает стимулирующие эффекты агонистов АденР 1-го типа и подавляет
ингибирующие эффекты его антагонистов [13, 24]. Создание высокоспецифичных
аллостерических регуляторов не менее актуально для метаботропных глутаматных
рецепторов (mGlutR), семейство которых включает 8 подтипов, а также для мета-
ботропных серотониновых рецепторов, число подтипов которых достигает 15. Не-
обходимо отметить, что лиганды ортостерического сайта GPCR с активностью аго-
нистов, как правило, вызывают сильно выраженный, долговременный стимулиру-
ющий эффект, что приводит к гиперактивации и последующей даун-регуляции
рецептора, а также снижает его чувствительность к повторным гормональным стиму-
лам [25]. Для аллостерических агонистов, действие которых является более слабым,
эти побочные эффекты не характерны.

АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ РЕЦЕПТОРОВ GPCR

Аллостерические регуляторы GPCR по механизмам их действия можно разде-
лить на два основных класса. К первому относятся аллостерические модуляторы,
которые не обладают собственной активностью и не способны функционировать в
отсутствие лигандов ортостерического сайта GPCR. Их, в свою очередь, можно
разделить на три группы: (1) положительные аллостерические модуляторы (positive
allosteric modulator, PAM), которые повышают сродство рецептора к лигандам ортосте-
рического сайта, (2) отрицательные аллостерические модуляторы (negative allosteric
modulator, NAM), снижающие сродство рецептора к ортостерическим лигандам, и
(3) нейтрализующие аллостерические модуляторы (silence allosteric modulator,
SAM), которые блокируют действие других аллостерических модуляторов – PAM и
NAM, независимо от присутствия лиганда ортостерического сайта [26, 27]. Приме-
ром PAM может служить соединение LY2119620, положительный модулятор муска-
ринового ацетилхолинового рецептора 2-го типа (mAchR2). Это соединение меняет
сродство ацетилхолина к рецептору, связываясь с его аллостерическим сайтом, но
при этом не наделено активностью полного агониста mAchR2 [28]. Упомянутое
выше соединение VCP171, являющееся аллостерическим регулятором АденР 1-го
типа, функционирует как PAM для агонистов АденР 1-го типа и как NAM для ан-
тагонистов ортостерического сайта этого рецептора [24]. Аллостерические модуля-
торы привлекательны тем, что лишены активности в отсутствие лигандов ортосте-
рического сайта, что позволяет сохранить чувствительность тканей-мишеней к эн-
догенным лигандам. Еще одним их преимуществом является способность смягчать
как активирующие, так и ингибирующие эффекты лигандов ортостерического сайта
GPCR, предотвращая, тем самым, побочные эффекты, обусловленные резким из-
менением активности GPCR-зависимых каскадов [25, 29].

Второй, более обширный, класс аллостерических регуляторов – это аллостери-
ческие регуляторы, наделенные собственной активностью. Они могут функциони-
ровать как полные агонисты, антагонисты или инверсионные агонисты GPCR, то
есть обладают способностью изменять активность рецептора в отсутствие ортосте-
рического лиганда. Молекулярные механизмы действия этих соединений, в отли-
чие от аллостерических модуляторов, напрямую не зависят от присутствия эндо-
генного лиганда и могут осуществляться, в том числе, в его отсутствие [30]. Срав-
нительно часто выявляется аддитивный эффект при совместном применении
аллостерических агонистов и агонистов ортостерического сайта GPCR. Аллосте-
рический антагонист и аллостерический инверсионный агонист могут действовать
независимо от того, занят ли ортостерический сайт лигандом или он свободен.
Чтобы подчеркнуть различия механизмов действия между аллостерическими моду-
ляторами PAM и NAM и собственно аллостерическими агонистами и антагонистами,
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в современной литературе для первых обычно используют термины “аго-PAM” или
“антаго-NAM” [22, 31].

АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ РЕЦЕПТОРОВ
ГЛИКОПРОТЕИНОВЫХ ГОРМОНОВ

В последние годы значительный успех достигнут при разработке агонистов, ан-
тагонистов и инверсионных агонистов аллостерического сайта GPCR гипофизар-
ных гликопротеиновых гормонов – рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГ) и
хорионического гонадотропина человека (ХГЧ), а также рецепторов фолликуло-
стимулирующего (ФСГ) и тиреотропного (ТТГ) гормонов. Структурной особенно-
стью всех этих рецепторов является наличие в их структуре значительного по раз-
меру эктодомена, основной функцией которого является формирование сложно-
организованного ортостерического сайта, с которым с высокой аффинностью
связываются αβ-гетеродимерные комплексы гликопротеиновых гормонов [32, 33].
Результатом такого связывания является изменение конформации эктодомена и
его взаимодействия с внеклеточными петлями и внешним устьем трансмембранного
канала рецептора, что переводит трансмембранную и цитоплазматические части ре-
цептора в активированное состояние и индуцирует их функциональное взаимодей-
ствие с гетеротримерными G-белками и регуляторными белками β-аррестинами.
Разработка и оптимизация подходов для селективной регуляции функциональной
активности GPCR гликопротеиновых гормонов лежит в основе лечения и предот-
вращения заболеваний репродуктивной и тиреоидной систем [34, 35].

АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ
РЕЦЕПТОРОВ ГОНАДОТРОПИНОВ

Гонадотропины, эндогенные агонисты рецепторов ЛГ/ХГЧ и ФСГ, в настоящее
время широко и почти безальтернативно применяют для коррекции нарушений ре-
продуктивной системы и во вспомогательных репродуктивных технологиях [34, 36].
Однако применение препаратов гонадотропинов в клинике может приводить к ря-
ду серьезных побочных эффектов. В случае препаратов ФСГ и ХГЧ, выделяемых из
мочи, это обусловлено наличием в них биологически активных примесей, струк-
турной гетерогенностью и, как следствие, сложностью стандартизации этих препа-
ратов. В случае рекомбинантных форм ЛГ и ФСГ основной наиболее острой про-
блемой является несоответствие их структуры природным формам гормонов и, как
следствие, иной паттерн биологической активности. Это обусловлено значительны-
ми различиями в степени N-гликозилирования и структуре N-гликанов в молекулах
рекомбинантных и природных форм гонадотропинов, поскольку “машинерия” N-гли-
козилирования в гонадотрофах аденогипофиза, где синтезируются природные ЛГ
и ФСГ, и в клеточных культурах, где экспрессируются рекомбинантные их формы,
существенно различается [37]. Более того, гонадотропины в фармакологических
дозах характеризуются низкой селективностью по отношению к внутриклеточным
эффекторным системам и, активируя β-аррестиновые сигнальные каскады, сравни-
тельно быстро вызывают десенситизацию рецепторов ЛГ/ХГЧ и ФСГ и, тем са-
мым, снижают чувствительность клеток-мишеней к гонадотропинам. Среди других
недостатков препаратов гонадотропинов следует отметить их высокую стоимость,
подверженность процессам деградации и необходимость парентеральных способов
их введения пациентам. Все вышесказанное указывает на острую необходимость
разработки низкомолекулярных аллостерических регуляторов рецепторов ЛГ/ХГЧ
и ФСГ, мишенями которых являются расположенные в трансмембранном канале
аллостерические сайты и которые, по крайней мере, частично лишены присущих
гонадотропинам недостатков.
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Для идентификации целевых химических структур аллостерических регуляторов
рецепторов ЛГ/ХГЧ и ФСГ в 2000-е годы был проведен скрининг колоссального
числа низкомолекулярных соединений по их активности в отношении клеток с
экспрессированными в них рецепторами гонадотропинов. Наибольшие успехи бы-
ли достигнуты в отношении аллостерических агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ. Так,
уже в 2002 г. были обнаружены соединения, относящиеся к классу тиено[2,3-d]пи-
римидинов, которые селективно стимулировали активность рецептора ЛГ/ХГЧ и
не влияли на структурно близкие им рецепторы ФСГ и ТТГ [38]. Они также не ока-
зывали влияния на рецептор кортикотропин-рилизинг гормона, который по пат-
терну сигнальных каскадов обладал значительным сходством с рецептором
ЛГ/ХГЧ. Наиболее активным среди производных тиено[2,3-d]пиримидина было
соединение Org41841, которое в условиях in vitro при воздействии на первичную
культуру клеток Лейдига с высокой эффективностью стимулировало выработку
ими тестостерона, а в условиях in vivo при различных способах введения индуциро-
вало овуляцию у самок мышей [38]. Однако соединение Org41841, хотя и в неболь-
шой степени, активировало рецептор ТТГ, что обусловлено высоким сходством
пространственной организации аллостерических сайтов рецепторов ЛГ/ХГЧ и
ТТГ, локализованных в их трансмембранных каналах [18]. Необходимо отметить,
что конфигурация аллостерического сайта рецепторов ЛГ/ХГЧ и ТТГ в значительной
степени была установлена благодаря использованию низкомолекулярных агонистов
этих рецепторов, сконструированных на основе производных тиено[2,3-d]пиримидина
[19]. В дальнейшем было разработано соединение Org 43553, также являющееся
производным тиено[2,3-d]пиримидина, которое было высокоспецифичным по от-
ношению к рецептору ЛГ/ХГЧ и при этом заметно превосходило соединение
Org41841 по активности [39].

Основываясь на структурных особенностях соединения Org 43553, нами в 2013–2018 гг.
была синтезирована серия новых тиенопиримидиновых производных, наиболее
активным из которых было соединение TP03 с активностью агонистов рецептора
ЛГ/ХГЧ. Эти соединения были эффективны как в условиях in vitro, специфично
повышая активность аденилатциклазы в тестикулярных мембранах крыс и усили-
вая стероидогенез в первичной культуре клетках Лейдига крыс, так и в условиях
in vivo, усиливая продукцию тестостерона при внутрибрюшинном и пероральном
способах введения самцам крыс [40–44]. Важно отметить, что разработанные нами
тиенопиримидиновые производные не влияли на активность рецептора ТТГ, что
иллюстрируется отсутствием их эффекта на активность аденилатциклазы в мем-
бранах, выделенных из тканей щитовидной железы, где экспрессированы рецепторы
ТТГ, а также отсутствием их влияния на базальную и стимулированную тиролибе-
рином продукцию тиреоидных гормонов [45].

Важно, что связывающие поверхности ортостерического и аллостерического
сайтов в рецепторах гликопротеиновых белковых гормонов не пересекаются и
пространственно независимы. Это было изящно продемонстрировано при изуче-
нии связывания ТТГ и соединения Org 43553 с гибридными рецепторами, сочета-
ющими в себе домены от рецепторов ТТГ и ЛГ/ХГЧ [39]. Активность рецептора,
состоящего из эктодомена рецептора ТТГ и трансмембранного домена рецептора
ЛГ/ХГЧ, повышалась при действии на него как ТТГ, так и соединения Org 43553.
В то же время активность гибридного рецептора, имеющего эктодомен рецептора
ЛГ/ХГЧ и трансмембранный домен рецептора ТТГ, при действии ТТГ и соедине-
ния Org 43553 не менялась [39].

Характерной чертой аллостерических агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ является их
способность активировать мутантные формы этого рецептора, что было показано
при сравнительном изучении их влияния на активность нормального рецептора
ЛГ/ХГЧ человека и его мутантных форм с заменами Аla593Pro и Ser616Tyr. Имеются



275НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ

клинические доказательства того, что эти мутации обусловливают развитие ряда ре-
продуктивных дисфункций, в том числе идиопатической гипоплазии семенников
[46, 47]. У рецепторов ЛГ/ХГЧ с заменами Аla593Pro и Ser616Tyr нарушается фол-
динг, и они теряют способность нормально встраиваться в плазматическую мем-
брану, оставаясь недоступными для гонадотропинов. Показано, что производные
тиено[2,3-d]пиримидина, в том числе соединение Оrg 42599, являющееся высоко-
активным аналогом Org 43553, благодаря своей липофильности легко проникают
через плазматическую мембрану, что позволяет им активировать мутантные формы
рецептора ЛГ/ХГЧ, неспособные встраиваться в плазматическую мембрану и потому
имеющие внутриклеточную локализацию. Более того, связывание Org 42599 с алло-
стерическим сайтом расположенного внутри клетки мутантного рецептора приво-
дит к стабилизации его конформации, обеспечивающей завершение фолдинга и
транслокацию рецептора в плазматическую мембрану. Это делает мутантные ре-
цепторы ЛГ/ХГЧ доступными для гонадотропинов и нормализует чувствитель-
ность репродуктивных клеток к ЛГ и ХГЧ [48].

Несмотря на то, что мишенями ФСГ, как и в случае ЛГ и ХГЧ, являются клетки
семенников и яичников, а рецепторы ФСГ и ЛГ/ХГЧ сходны по своей структурно-
функциональной организации, аллостерические сайты, локализованные в транс-
мембранном канале этих рецепторов, сильно различаются. При этом аллостериче-
ский сайт рецептора ФСГ также отличается от соответствующего сайта в рецепторе
ТТГ. Вследствие этого аллостерические регуляторы рецептора ФСГ не влияют ни
на рецептор ЛГ/ХГЧ, ни на рецептор ТТГ. В процессе поиска низкомолекулярных
аллостерических агонистов рецептора ФСГ были идентифицированы производ-
ные различных классов гетероциклических соединений – тиенопиримидинов, ти-
азолидинов, дигидропиридинов, хинолинов. Наиболее высокая активность и се-
лективность среди них присуща соединению Org 214 444-0, являющемуся произ-
водным дигидропиридинов. Это соединение в условиях in vitro стимулировало
цАМФ-зависимые сигнальные каскады в клетках с экспрессированным в них ре-
цептором ФСГ, а в условиях in vivo при введении самкам крыс стимулировало фол-
ликулогенез [49]. Высокой специфичностью по отношению к рецептору ФСГ ха-
рактеризовались тиазолидиновые производные, хотя до конца не ясно, являются
ли они аллостерическими агонистами или функционируют как аллостерические
модуляторы [50]. Наряду с агонистами, в последние годы разработаны аллостери-
ческие антагонисты рецептора ФСГ, среди которых наибольшая селективность и
эффективность присуща двум структурно сходным соединениям ADX68692 и
ADX68693 [51, 52]. Необходимо, однако, отметить, что активность имеющихся в
настоящее время аллостерических агонистов и антагонистов рецептора ФСГ, в от-
личие от таковых рецептора ЛГ/ХГЧ, не позволяет рассматривать их как эффектив-
ные препараты для регуляции стероидогенеза, фолликулогенеза и сперматогенеза.

АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ РЕЦЕПТОРА
ТИРЕОТРОПНОГО ГОРМОНА

Ключевым молекулярным механизмом регуляции функциональной активности
тироцитов – клеток щитовидной железы, ответственных за синтез тиреоидных
гормонов, является функциональное связывание экспрессируемых в них рецепто-
ров ТТГ с гормоном, продуцируемым тиреотрофами аденогипофиза. Наряду с
ТТГ, стимулирующее влияние на рецептор ТТГ могут оказывать специфичные к
нему стимулирующие антитела, а также активирующие мутации в самом рецепторе
ТТГ. Среди таких мутаций наибольшее значение имеют замены аминокислотных
остатков во второй и третьей внеклеточных петлях, которые нарушают функцио-
нальное сопряжение между эктодоменом и трансмембранным доменом рецептора
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ТТГ и, тем самым, предотвращают ингибирующее влияние эктодомена на актива-
цию рецептором гетеротримерных Gs-белков, опосредующих стимуляцию фер-
мента аденилатциклазы. Результатом этого является гиперактивация рецептора
ТТГ, приводящая не только к тяжелым формам тиреотоксикоза, но и к гиперпла-
зии щитовидной железы, что может стать причиной онкологических заболеваний
[20]. Для ингибирования активации рецепторов ТТГ стимулирующими антителами,
что приводит к болезни Грейвса, а также для снижения активности мутантных ре-
цепторов ТТГ могут быть применены ингибирующие антитела. Однако препараты
таких антител в клинику до сих пор не внедрены, что связано как со сложностью их
выделения и очистки, так и с множеством побочных эффектов [53, 54].

Альтернативным путем решения этой проблемы является создание низкомоле-
кулярных аллостерических регуляторов рецептора ТТГ с активностью антагони-
стов и инверсионных агонистов. В последние годы были разработаны два таких со-
единения. Соединение ANTAG3 при введении в течение трех дней самкам мышей
подавляло у них продукцию тиреоидных гормонов, стимулированную низкими до-
зами тиролиберина или введением стимулирующих рецептор ТТГ моноклональ-
ных антител M22. Этот эффект был ассоциирован со снижением в тироцитах экс-
прессии белков – тиреопероксидазы и Na/I-симпортера, ответственных за ключевые
стадии синтеза тиреоидных гормонов [55]. Второе соединение, Org 274179-0, явля-
ющееся производным тетрагидрохинолина, не только ингибировало стимулирую-
щие эффекты ТТГ, но и подавляло конституционную активность рецепторов ТТГ,
имеющих активирующие мутации, причем эти эффекты реализовывались при воз-
действии наномолярных концентраций этого соединения [20].

Среди аллостерических агонистов рецептора ТТГ, которые могут применяться для
стимуляции поглощения радиоактивного йода тироцитами при лечении рака щитовид-
ной железы, наибольший интерес представляет группа соединений NCGC00168126–01,
NCGC00161870–01, NCGC00165237–01, производных хиназолина. При воздей-
ствии на клетки, в которых был экспрессирован рецептор ТТГ, эти соединения
стимулировали в них активность аденилатциклазы, о чем свидетельствовало по-
вышение внутриклеточного уровня цАМФ, но не влияли на уровень цАМФ в клетках,
где были экспрессированы рецепторы ФСГ и ЛГ/ХГЧ, что свидетельствует об их
селективности по отношению к аллостерическому сайту рецептора ТТГ. При обра-
ботке культуры тироцитов указанными выше хиназолиновыми производными, от-
мечали повышение экспрессии генов, кодирующих тиреопероксидазу, тиреогло-
булин, Na/I-симпортер, контролирующие процесс синтеза тироксина, а также по-
вышение экспрессии и активности дейодиназы 2-го типа, катализирующей
конверсию тироксина в трийодтиронин, основной эффекторный гормон тиреоид-
ной системы [56].

СПЕЦИФИЧНОСТЬ АЛЛОСТЕРИЧЕСКИХ РЕГУЛЯТОРОВ GPCR
ПО ОТНОШЕНИЮ К ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМ КАСКАДАМ

В настоящее время общепринято считать, что связывание агониста с GPCR при-
водит к запуску сразу нескольких внутриклеточных сигнальных каскадов, которые
могут реализовываться через различные типы гетеротримерных G-белков, а также
через белки-регуляторы G-белкового сигналинга (RGS-белки), к суперсемейству
которых относятся β-аррестины, опосредующие влияние гормональных агентов на
каскад митоген-активируемых протеинкиназ и 3-фосфоинозитидные пути. Необ-
ходимо отметить, что активация β-аррестинового пути является триггером процесса
эндоцитоза GPCR, что приводит к протеосомной деградации рецепторов и разви-
тию резистентности клеток-мишеней к их эндогенным агонистам. Выбор доминирую-
щих сигнальных путей после связывания с агонистом определяется соотношением ак-
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тивных конформаций рецептора, каждая из которых опосредует трансдукцию сиг-
нала через определенный сигнальный каскад. Это соотношение зависит от
времени нахождения GPCR в той или иной активной конформации, что, в свою
очередь, определяется ее относительной стабильностью. Снижение стабильности
одних активных конформаций приводит к повышению доли других, как следствие,
вызывает перераспределение интенсивности сигнальных путей в клетке (рис. 1).

В большинстве случаев лиганды ортостерического сайта GPCR стабилизируют
не одну, а несколько активных конформаций, соотношение которых зависит от
микроокружения рецептора, особенностей его структуры (мутации, посттрансля-
ционные модификации), а также от доступности и функциональной активности
нижележащих звеньев сигнальных каскадов (рис. 1). Лишь в редких случаях эндо-
генные ортостерические лиганды способны селективно активировать определен-
ные внутриклеточные каскады, как это показано для ряда рецепторов полипептид-
ных гормонов. В качестве примера приведем хемокиновый рецептор 7-го типа
(ССR7), который экспрессируется в Т-лимфоцитах и регулирует их перемещение в

Рис. 1. Активация внутриклеточных сигнальных каскадов при связывании ортостерического или алло-
стерического лигандов с GPCR на примере рецептора лютеинизирующего гормона, функционально со-
пряженного с гетеротримерными Gs- и Gq/11-белками и β-аррестином.
Условные обозначения: ЛГР – рецептор лютеинизирующего гормона; Gs и Gq/11 – гетеротримерные Gs-
и Gq/11-белки соответственно; АЦ – аденилатциклаза; ПКА – протеинкиназа А; Epac – цАМФ-зависи-

мый обменный фактор семейства Epac; ФЛС – фосфолипаза С; [Ca2+]i – концентрация катионов каль-
ция внутри клетки; ПКС – протеинкиназа С; МАПК – митогенактивируемые протеинкиназы. Орто-
стерический агонист (гормон – ЛГ или ХГЧ) связывается с внеклеточным доменом рецептора, в то время
как аллостерический сайт остается в этом случае свободным. Серыми кружочками, расположенными
внутри трансмембранного канала GPCR, обозначены аллостерические агонисты.

Активация GPCR с помощью ортостерического агониста
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лимфатические узлы и селезенку. Его эндогенными лигандами являются сразу два
хемокина – CCL19 и CCL21, опосредующие активацию различного паттерна внут-
риклеточных каскадов в ответ на связывание их с рецептором ССR7. Показано, что
активация β-аррестинового пути происходит только при связывании рецептора
ССR7 с хемокином CCL19, это вызывает даун-регуляцию рецептора и предотвра-
щает его дальнейшую активацию обоими хемокинами [57]. Различные по степени
N-гликозилирования гонадотропины, которые являются различными формами
этих гормонов, также отличаются по паттерну активируемых ими внутриклеточ-
ных каскадов [37].

Имеющиеся в настоящее время данные, в том числе полученные при изучении
низкомолекулярных регуляторов GPCR, активируемых гипофизарными глико-
протеиновыми гормонами, отчетливо демонстрируют тот факт, что наибольшим
потенциалом селективной активации или ингибирования внутриклеточных каска-
дов обладают аллостерические регуляторы. При связывании с ними меняется ста-
бильность и соотношение активных и неактивных конформаций рецептора. Се-
лективные в отношении внутриклеточных каскадов регуляторы GPCR обозначают
как “bias”-агонисты и “bias”-антагонисты [58]. В литературе имеется много приме-
ров “bias”-лигандов, являющихся аллостерическими агонистами и антагонистами,
а также аллостерическими модуляторами GPCR. Среди них селективные модуля-
торы АденР 1-го типа и ангиотензинового рецептора 1-го типа [59, 60].

Низкомолекулярные агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ, такие как соединение Org 43553
и синтезированные нами тиенопиримидиновые производные, также проявляет
свойства “bias”-агонистов, поскольку активируют преимущественно аденилатцик-
лазный сигнальный каскад, ответственный за стимуляцию стероидогенеза в клет-
ках-мишенях (рис. 1). В то же время они не влияют или очень слабо влияют на сиг-
нальный путь, включающий Gq/11-белок и фермент фосфолипазу С, а также на
β-аррестиновый путь [39, 42]. Следствием такой селективности действия низкомо-
лекулярных агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ является отсутствие у них ряда побочных
эффектов, присущих гонадотропинам. Так, соединение Org 43553 не вызывает
синдром гиперстимуляции яичников, который в случае гонадотропинов обуслов-
лен мощной стимуляцией ими кальциевого сигналинга вследствие активации фос-
фолипазы С [30, 61, 62]. В свою очередь, синтезированное нами тиенопиримиди-
новое производное TP03 при длительном введении самцам крыс не приводило к
резкому снижению у них чувствительности семенников к эндогенному ЛГ, что ти-
пично при использовании гонадотропинов и обусловлено активацией ими β-арре-
стинового пути [63].

Установлено, что аллостерические антагонисты GPCR гипофизарных глико-
протеиновых гормонов, так же как и агонисты, являются селективными в отноше-
нии внутриклеточных сигнальных каскадов. Показано, что соединения ADX68692
и ADX68693, аллостерические антагонисты рецептора ФСГ, различным образом
ингибировали стимулированные ФСГ внутриклеточные эффекторные белки [51, 52].
Так, соединение ADX68692 ингибировало вызываемое ФСГ повышение уровня
цАМФ и продукции стероидных гормонов – прогестерона и эстрадиола, в то время
как обработка соединением ADX68693 на продукцию эстрадиола влияния не ока-
зывала. Авторы объясняют эти различия тем, что соединение ADX68692 стимули-
рует β-аррестиновый каскад и усиливает интернализацию рецептора ФСГ, снижая
число доступных для гонадотропина рецепторов на поверхности клетки, в то время
как соединение ADX68693 на β-аррестины существенного влияния не оказывает
[51, 52].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, механизмы и мишени действия аллостерических регуляторов
GPCR, в том числе рецепторов гипофизарных гликопротеиновых гормонов, имеют
ряд важных особенностей, отличающих их от лигандов ортостерического сайта ре-
цепторов. Это делает разработку аллостерических полных и инверсионных агони-
стов и антагонистов GPCR исключительно важной задачей как в плане установле-
ния фундаментальных основ функционирования рецепторов и зависимых от них
сигнальных путей, так и в плане создания принципиально новых препаратов, регу-
ляторов внутриклеточного сигналинга, востребованных в фармакологии и эндо-
кринологии.

Среди наиболее важных особенностей аллостерических регуляторов GPCR
можно выделить следующие:

1) Аллостерические регуляторы способны различным образом воздействовать
даже на сходные в структурно-функциональном плане подтипы GPCR. Это обу-
словлено различиями в структуре и локализации их аллостерических сайтов и
предопределяет высокую селективность связывания с ними аллостерических регу-
ляторов, в то время как ортостерические сайты рецепторов характеризуются сход-
ством структурной организации и потому “плохо различимы” для специфичных к
ним лигандов.

2) Различия в механизмах действия между аллостерическими регуляторами с ак-
тивностью агонистов, инверсионных агонистов и антагонистов и аллостерическими
модуляторами предоставляет широкие, практически неограниченные возможно-
сти для выбора стратегии поиска новых фармакологических регуляторов базальной
и стимулированной гормональными агентами активности GPCR.

3) Разработка аллостерических антагонистов и инверсионных агонистов является
единственно возможным фармакологическим подходом для ингибирования GPCR
полипептидных гормонов, для которых отсутствуют антагонисты и инверсионные
агонисты ортостерического сайта, а также тех рецепторов, которые гиперактиви-
рованы вследствие активирующих мутаций или их аутоиммунной стимуляции.

4) Аллостерические регуляторы являются высокоселективными в отношении
внутриклеточных сигнальных каскадов, функционируя как “bias”-лиганды, что
обусловлено их способностью стабилизировать определенные активные или неак-
тивные конформации рецептора. Это позволяет создавать таргетные гормональные
регуляторы, которые лишены ряда побочных эффектов, присущих эндогенным ре-
гуляторам GPCR и обусловленных множественной, неселективной активацией
внутриклеточных сигнальных каскадов.

Все эти особенности успешно реализованы при разработке широкой “линейки”
низкомолекулярных аллостерических регуляторов рецепторов ЛГ/ХГЧ и ТТГ, и в
первую очередь, при создании высокоселективных агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ
на основе тиенопиримидиновых производных.
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The Low-Molecular-Weight Allosteric Regulators of G-Protein-Coupled Receptors
of the Polypeptide Hormones
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Abstract—G protein-coupled receptors (GPCRs) are the largest family of sensory pro-
teins that mediate the regulatory effects of different hormonal agents on the cell. Along
with the orthosteric site, through which the receptor binds specifically to endogenous li-
gands, there are allosteric sites, usually localized in the extracellular and cytoplasmic
loops of GPCR. However, in the GPCRs of the polypeptide hormones, where ligand
binding occurs within a large-sized ectodomain, the allosteric sites can be located in
their transmembrane channel, where in most other GPCR the orthosteric site is located.
The allosteric regulators can function as full and inversion agonists and antagonists, or
modulate the regulatory effects of hormones. Since even in the structurally and func-
tionally related receptors, the allosteric sites can vary greatly, the regulators interacting
with them are characterized by high receptor specificity as compared to the ligands of or-
thosteric site. Moreover, the allosteric regulators stabilize only certain active conforma-
tions of the receptor and, thus, are able to selectively stimulate or, on the contrary, sup-
press the activity of certain intracellular signaling cascades. The greatest success has been
achieved in the development of low-molecular-weight allosteric regulators of receptors
of pituitary glycoprotein hormones, which is extremely important to treat diseases of the
reproductive and thyroid systems. This review focuses on the current state of the prob-
lem of the allosteric regulators of GPCR activated by the polypeptide hormones, and the
advances in their development.

Keywords: allosteric regulator, G protein-coupled receptor, low-molecular-weight ago-
nist, allosteric site, luteinizing hormone receptor
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