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Ê. Â. Äåðêà÷ è äð.
Îñîáåííîñòè ðåãóëÿöèè ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ õîðèîíè÷åñêèì ãîíàäîòðîïèíîì

Âàæíåéøèìè ðåãóëÿòîðàìè ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ ëþòåèíèçèðóþùèé ãîðìîí (ËÃ) è
åãî ãîìîëîã — õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí ÷åëîâåêà (ÕÃ×), êîòîðûå, ñâÿçûâàÿñü ñî ñïåöèôè÷íûì ê
íèì ðåöåïòîðîì ËÃ-ÕÃ×, ñòèìóëèðóþò ðàçëè÷íûå òèïû G-áåëêîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü Gs- è Gq-áåëêè, ÷òî
âåäåò ê àêòèâàöèè àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) è ôîñôîëèïàçû Ñ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ìíî-
ãèå ïîáî÷íûå ýôôåêòû ËÃ è ÕÃ× ñâÿçàíû ñ íèçêîé ñåëåêòèâíîñòüþ èõ äåéñòâèÿ íà G-áåëêè. Íèçêîìî-
ëåêóëÿðíûå àãîíèñòû ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ×, ðàçðàáîòàííûå íà îñíîâå òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ,
íå âûçûâàþò ýòèõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, è îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ìîãóò áûòü ðàçëè÷èÿ âî âçàèìîäåéñò-
âèè ñ G-áåëêàìè. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÕÃ× è ñèíòåçè-
ðîâàííîãî íàìè òèåíîïèðèìèäèíà — 5-àìèíî-N-òðåò-áóòèë-2-(ìåòèëñóëüôàíèë)-4-(3-(íèêîòèíàìè-
äî)ôåíèë) òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèäà (TP03) — íà àêòèâíîñòü ÀÖ è íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå
G-áåëêîâ â ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ, âûäåëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ è ñåìåííèêîâ êðûñ. Äëÿ ñåëåêòèâíîãî
âûêëþ÷åíèÿ èç ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè Gs- è Gi/o-áåëêîâ èñïîëüçîâàëè õîëåðíûé (ÕÒ) è êîêëþøíûé
(ÊÒ) òîêñèíû, äëÿ ïîäàâëåíèÿ Gq-çàâèñèìûõ êàñêàäîâ — ïåïòèä, ñîîòâåòñòâóþùèé Ñ-êîíöåâîìó ñåã-
ìåíòó 349—359 Gaq-ñóáúåäèíèöû. Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà îâàðèàëüíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàí ÕÒ
ïðèâîäèëà ê ïîäàâëåíèþ ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ TP03 è ÕÃ× íà àêòèâíîñòü ÀÖ, íî ïî-ðàçíîìó
âëèÿëà íà ñòèìóëÿöèþ èìè ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ — ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëà åãî ïðè äåéñòâèè 10–6 Ì TP03 è
íà 45—46 % ñíèæàëà â ñëó÷àå ÕÃ× (10–8 Ì). Ïðåèíêóáàöèÿ ìåìáðàí ñ ïåïòèäîì 349—359 íà 34 (ÿè÷íè-
êè) è 45 % (ñåìåííèêè) ñíèæàëà ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ÕÃ× íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå, íî íå âëèÿëà íà ñî-
îòâåòñòâóþùèé ýôôåêò 10–6 Ì TP03. Ïðåèíêóáàöèÿ ñ ïåïòèäîì 349—359 òàêæå ñíèæàëà ñòèìóëèðóþ-
ùèé ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå ýôôåêò 10–4 Ì TP03, íî â íåáîëüøîé ñòåïåíè. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî â îòëè÷èå îò ÕÃ×, ìèøåíÿìè êîòîðîãî â ÿè÷íèêàõ è ñåìåííèêàõ â îäèíàêîâîé ñòåïåíè ÿâëÿþòñÿ
Gs- è Gq-áåëêè, äåéñòâèå TP03 íàïðàâëåíî â îñíîâíîì íà Gs-áåëêè. È òîëüêî â êîíöåíòðàöèè, êîòîðàÿ íà
äâà ïîðÿäêà ïðåâûøàåò çíà÷åíèå EC50, TP03 ïðèîáðåòàåò ñïîñîáíîñòü, õîòÿ è ñðàâíèòåëüíî ñëàáî, àêòè-
âèðîâàòü Gq-áåëêè. Îáðàáîòêà ìåìáðàí ÊÒ íå âëèÿëà íà ýôôåêòû TP03 è ÕÃ×, ÷òî óêàçûâàåò íà îòñóòñò-
âèå èõ ýôôåêòèâíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Gi/o-áåëêàìè. Òàêèì îáðàçîì, çíà÷èòåëüíûì ïðåèìóùåñòâîì
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ× ïåðåä ãîíàäîòðîïèíàìè ÿâëÿåòñÿ èçáèðàòåëüíîñòü
àêòèâàöèè èìè Gs-çàâèñèìûõ êàñêàäîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ñèíòåç è ïðîäóêöèþ ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåòåðîòðèìåðíûé G-áåëîê, íèçêîìîëåêóëÿðíûé àãîíèñò, ãîíàäîòðîïèí, ðå-
öåïòîð ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà, ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå, àäåíèëàòöèêëàçà, òèåíîïèðèìèäèí, õîëåðíûé
òîêñèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, ÊÒ — êîêëþøíûé òîêñèí, ËÃ — ëþòåèíèçè-
ðóþùèé ãîðìîí, ÕÃ× — õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí ÷åëîâåêà, ÕÒ — õîëåðíûé òîêñèí, GppNHp —
b,g-èìèäîãóàíîçèí-5R-òðèôîñôàò, TP03 — 5-àìèíî-N-òðåò-áóòèë-2-(ìåòèëñóëüôàíèë)-4-(3-(íèêîòèí-
àìèäî)ôåíèë)òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèä, VEGF — ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ.

Ðåãóëÿòîðíûå ýôôåêòû ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà
(ËÃ) è åãî ñòðóêòóðíîãî è ôóíêöèîíàëüíîãî ãîìîëîãà —
õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà ÷åëîâåêà (ÕÃ×), êîòîðûé
âûðàáàòûâàåòñÿ òîëüêî â ïåðèîä áåðåìåííîñòè, îñóùåñò-
âëÿþòñÿ ÷åðåç ïîñðåäñòâî âûñîêîñïåöèôè÷íîãî ê íèì ðå-
öåïòîðà ËÃ-ÕÃ×. Ñâÿçûâàíèå ãîíàäîòðîïèíà ñî çíà÷è-
òåëüíûì ïî ðàçìåðó âíåêëåòî÷íûì äîìåíîì (ýêòîäîìå-
íîì) ýòîãî ðåöåïòîðà èíäóöèðóåò â íåì êîíôîðìàöèîí-
íûå èçìåíåíèÿ, â òîì ÷èñëå â åãî öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ

ïåòëÿõ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè ãå-
òåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ. Ðåçóëüòàòîì ýòîãî ÿâëÿåòñÿ
ñòèìóëÿöèÿ îáìåíà ÃÄÔ íà ÃÒÔ â ãóàíèííóêëåîòèäñâÿ-
çûâàþùåì ñàéòå a-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ, èõ ïåðåõîä â
àêòèâèðîâàííîå, ÃÒÔ-ñâÿçàííîå, ñîñòîÿíèå è çàïóñê çà-
âèñèìûõ îò G-áåëêîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñ-
êàäîâ (Puett et al., 2007). Óñòàíîâëåíî, ÷òî àêòèâèðîâàí-
íûé ãîðìîíîì ðåöåïòîð ËÃ-ÕÃ× âçàèìîäåéñòâóåò êàê ñ
Gs-áåëêàìè, ÷åðåç êîòîðûå îñóùåñòâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ
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àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ), êàòàëèçèðóþùåé îáðàçîâàíèå
âòîðè÷íîãî ïîñðåäíèêà — öÀÌÔ, òàê è c Gq/11-áåëêàìè,
÷åðåç êîòîðûå îñóùåñòâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ ôîñôîëèïà-
çû Ñ, ñëåäñòâèåì ÷åãî ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåíèå âíóòðèêëå-
òî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ (Gilchrist et al., 1996; Kleinau,
Krause, 2009; Troppmann et al., 2013). Àêòèâèðóþùåå âëè-
ÿíèå ËÃ è ÕÃ× íà öÀÌÔ-çàâèñèìûå è Ca2+-çàâèñèìûå
âíóòðèêëåòî÷íûå êàñêàäû ëåæèò â îñíîâå âñåõ ôèçèîëî-
ãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ ãîíàäîòðîïèíîâ, ðåàëèçóåìûõ ïðè èõ
äåéñòâèè íà ðåïðîäóêòèâíóþ ñèñòåìó ìóæ÷èí è æåíùèí.
Îáà êàñêàäà, õîòÿ è â ðàçëè÷íîé ñòåïåíè, ó÷àñòâóþò â ðå-
ãóëÿöèè ñèíòåçà è ñåêðåöèè ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ, à òàê-
æå â êîíòðîëå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ðåïðîäóêòèâíîé
ñèñòåìû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro
ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ× àêòèâèðîâàòü
Gi/o-áåëêè, íî ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå òàêîãî ñîïðÿæå-
íèÿ îñòàåòñÿ íåèçó÷åííûì.

Â ïîñëåäíèå ãîäû âåäåòñÿ èíòåíñèâíàÿ ðàçðàáîòêà
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ× íà
îñíîâå ãåòåðîöèêëè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, êîòîðûå â îòëè-
÷èå îò ãîíàäîòðîïèíîâ ïðîíèêàþò âíóòðü òðàíñìåìáðàí-
íîãî êàíàëà ðåöåïòîðà è ñâÿçûâàþòñÿ ñ ðàñïîëîæåííûì
òàì àëëîñòåðè÷åñêèì ñàéòîì (Heitman, Ijzerman, 2008).
Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè ñðåäè íèõ ÿâëÿþòñÿ òèåíîïèðè-
ìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå (Van Koppen et al., 2008; Äåðêà÷
è äð., 2014, 2016; Øïàêîâ è äð., 2014à, 2014á; Øïàêîâ,
2015; Nataraja et al., 2015). Â îòëè÷èå îò ËÃ è ÕÃ× îíè àê-
òèâíû íå òîëüêî ïðè ïàðåíòåðàëüíîì, íî è ïðè ïåðîðàëü-
íîì ñïîñîáå ââåäåíèÿ, ÷òî ñâÿçàíî ñ èõ óñòîé÷èâîñòüþ è
ýôôåêòèâíûì âñàñûâàíèåì â æåëóäî÷íî-êèøå÷íîì òðàê-
òå. Íå ìåíåå âàæíûì ïðåèìóùåñòâîì òèåíîïèðèìèäèíî-
âûõ ïðîèçâîäíûõ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî èõ ïðèìåíåíèå íå ïðè-
âîäèò ê ðàçâèòèþ ðÿäà ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, õàðàêòåðíûõ
äëÿ ãîíàäîòðîïèíîâ. Òàê, òèåíîïèðèìèäèíû íå âûçûâà-
þò ñèíäðîìà ãèïåðñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ — òÿæåëîãî
îñëîæíåíèÿ, êîòîðîå ÷àñòî âîçíèêàåò ïðè èíäóêöèè îâó-
ëÿöèè ñ ïîìîùüþ ÕÃ× èëè ðåêîìáèíàíòíîãî ËÃ (Van de
Lagemaat et al., 2009, 2011; Gerrits et al., 2013). Ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ, ÷òî îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷èÿ â
àêòèâèðóþùåì âëèÿíèè ãîíàäîòðîïèíîâ è íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûõ àãîíèñòîâ íà ðàçëè÷íûå òèïû G-áåëêîâ, ñîïðÿ-
æåííûõ ñ ðåöåïòîðîì ËÃ-ÕÃ×. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ íàìè áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷å-
íèå âëèÿíèÿ ÕÃ×, ýíäîãåííîãî àãîíèñòà ðåöåïòîðà
ËÃ-ÕÃ×, è ñèíòåçèðîâàííîãî è èçó÷åííîãî íàìè ðàíåå
òèåíîïèðèìèäèíîâîãî ïðîèçâîäíîãî — 5-àìèíî-N-òðåò-
áóòèë-2-(ìåòèëñóëüôàíèë)-4-(3-(íèêîòèíàìèäî)ôåíèë)-
òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèäà (TP03) — íà àê-
òèâíîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ G-áåë-
êîâ â ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ, âûäåëåííûõ èç ÿè÷íè-
êîâ è ñåìåííèêîâ êðûñ. Äëÿ ñåëåêòèâíîãî âûêëþ÷åíèÿ
èç ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè Gs- è Gi/o-áåëêîâ èñïîëüçî-
âàëè ÀÄÔ-ðèáîçèëòðàíñôåðàçû õîëåðíîãî (ÕÒ) è êîê-
ëþøíîãî (ÊÒ) òîêñèíîâ, äëÿ ïîäàâëåíèÿ Gq-çàâèñèìûõ
êàñêàäîâ — ïåïòèä Leu-Gln-Leu-Asn-Leu-Lys-Glu-
Tyr-Asn-Leu-Val349—359, êîòîðûé ñîîòâåòñòâóåò Ñ-êîíöå-
âîìó ñåãìåíòó Gaq-ñóáúåäèíèöû êðûñû (Chillar et al.,
2010).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ÕÃ×, b,g-èìèäîãóàíî-
çèí-5R-òðèôîñôàò (GppNHp), ÃÒÔ, ÀÒÔ, öÀÌÔ, êðåàòèí-
ôîñôàò, êðåàòèíôîñôîêèíàçó èç ìûøö êðîëèêà, ÕÒ, ÊÒ,

òèìèäèí, ÍÀÄ, ÍÀÄÔ è äèòèîòðåèòîë (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ), à òàêæå ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû: äëÿ îïðåäåëåíèÿ
àêòèâíîñòè ÀÖ — [a-32P]ÀÒÔ (150 ÃÁê/ììîëü) (Âñåðåãèî-
íàëüíîå îáúåäèíåíèå «Èçîòîï», Ðîññèÿ), äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ G-áåëêîâ — [8-3H]GppNHp
(5 ÃÁê/ììîëü) (Amersham, Àíãëèÿ). Äëÿ ðàçäåëåíèÿ ñìå-
ñè ìå÷åíûõ àäåíèíîâûõ íóêëåîòèäîâ èñïîëüçîâàëè íåé-
òðàëüíóþ îêèñü àëþìèíèÿ (Sigma, ÑØÀ), äëÿ ñîðáöèè
ñâÿçûâàþùèõ [8-3H]GppNHp áåëêîâ — íèòðîöåëëþëîç-
íûå ôèëüòðû (òèï HA, 0.45 ìêì) (Millipore, ÑØÀ).

Ñîåäèíåíèå TP03 ñèíòåçèðîâàëè, èñïîëüçóÿ ðåàêöèþ
1.0 ýêâèâàëåíòà 5-àìèíî-4-(3-àìèíîôåíèë)-N-òðåò-áó-
òèë-2-(ìåòèëñóëüôàíèë)òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêc-
àìèäà ñ 1.1 ýêâèâàëåíòà íèêîòèíîâîé êèñëîòû â ïðèñóò-
ñòâèè 1.1 ýêâèâàëåíòà 1-[áèñ(äèìåòèëàìèíî)ìåòè-
ëåí]-1H-1,2,3-òðèàçîëî[4,5-b]ïèðèäèíèé 3-îêñèä ãåêñà-
ôòîðôîñôàòà (HATU) è 1.2 ýêâèâàëåíòà N,N-äèèçîïðî-
ïèëýòèëàìèíà â ñóõîì N,N-äèìåòèëôîðìàìèäå. Ñèíòåç
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, öå-
ëåâûå ïðîäóêòû î÷èùàëè ïåðåêðèñòàëëèçàöèåé èç ýòàíî-
ëà, çàòåì èñïîëüçîâàëè êîëîíî÷íóþ õðîìàòîãðàôèþ.
Ñòðóêòóðó TP03 ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ 1Í-ßÌÐ-
ñïåêòðîñêîïèè (ñïåêòðîìåòð Bruker Avance III 400, Bru-
ker, Ãåðìàíèÿ) è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøå-
íèÿ (electrospray ionization — time of flight, ESI-TOF,
ñïåêòðîìåòð micrOTOF, Bruker, Ãåðìàíèÿ). Ñîåäèíåíèå
ÒÐ03 (C24H24N6O2S2) èìåëî ñëåäóþùèé ñïåêòð 1Í-ßÌÐ
(ÄÌÑÎ-d6), d, ì. ä. (J, Ãö) : 1.37 (9H, c, C(CH3)3); 2.62
(3H, c, SCH3); 6.14 (2H, c, NH2); 6.98 (1H, c, NH-t-Bu);
7.42 (1Í, ä, J=7.8, 4R-H); 7.57—7.64 (2H, ì, 5’-H è 5S-H);
8.04 (1Í, ä, J=8.2, 2R-H); 8.08 (1Í, c, 6R-H); 8.33 (1H, ä,
J=7.7, 4S-H); 8.78 (1Í, ä, J=4.8, 6S-H); 9.14 (1H, ñ, 2S-H);
10.72 (1Í, ñ, 3R-NH). Ïî äàííûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè,
ìîë. ìàññà ÒÐ03 ñîñòàâèëà 515.1304 (âû÷èñëåíî äëÿ
[M+Na+] — 515.1294). Ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ
ñîåäèíåíèå TP03 ðàñòâîðÿëè â äèìåòèëñóëüôîêñè-
äå (ÄÌÑÎ). Ïåïòèä Leu-Gln-Leu-Asn-Leu-Lys-Glu-
Tyr-Asn-Leu-Val349—359 ñèíòåçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ òâåð-
äîôàçíîé ñòðàòåãèè ìåòîäîì ïîñëåäîâàòåëüíîãî íàðà-
ùèâàíèÿ öåïè íà ïàðà-ìåòèëáåíçãèäðèëàìèííîé ñìîëå
(åìêîñòü 1.16 ììîëü/ã) ñ èñïîëüçîâàíèåì çàùèùåííûõ
Na-òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëüíûìè ãðóïïàìè àìèíî-
êèñëîò. Ïîñëå äåáëîêèðîâàíèÿ è ñíÿòèÿ ïåïòèäîâ ñ ïî-
ëèìåðíîãî íîñèòåëÿ, äëÿ ÷åãî èñïîëüçîâàëè òðèôòîðìå-
òàíñóëüôîêèñëîòó â òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòå â ïðèñóò-
ñòâèè òèîàíèçîëà è ýòàíäèòèîëà, ïåïòèä î÷èùàëè ñ
ïîìîùüþ ãåëü-õðîìàòîãðàôèè (Sephadex G-10, 10%-íàÿ
óêñóñíàÿ êèñëîòà, äåòåêòèðîâàíèå ïðè 230 íì) è çàòåì ñ
ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ (êîëîíêà Supelco
C8, 25�212 ìì, ãðàäèåíò 0—50 % àöåòîíèòðèëà â ñèñòå-
ìå ðàñòâîðèòåëåé âîäà—àöåòîíèòðèë—0.1%-íàÿ òðè-
ôòîðóêñóñíàÿ êèñëîòà, äåòåêòèðîâàíèå ïðè 230 íì).
Ñòðóêòóðó ïåïòèäà 349—359 ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ
àìèíîêèñëîòíîãî àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèáîðà
AAAT339M (Mikrotechna-Praha, ×åõèÿ) è ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ (micrOTOF, Bruker, Ãåð-
ìàíèÿ).

Ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí èç ÿè÷íèêîâ ñàìîê
(n = 9) è ñåìåííèêîâ ñàìöîâ (n = 6) êðûñ Wistar âûäåëÿëè,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2014á). Âñå ýêñïå-
ðèìåíòû âûïîëíÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàâèëàìè, ðàçðà-
áîòàííûìè è óòâåðæäåííûìè ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì
Èíñòèòóòà ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ,
è ïðàâèëàìè è òðåáîâàíèÿìè, èçëîæåííûìè â äîêó-
ìåíòàõ European Communities Council Directive 1986
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(86/609/EEC) è «Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals». Èçìåëü÷åííûå òêàíè ÿè÷íèêîâ èëè ñåìåííèêîâ
ãîìîãåíèçèðîâàëè íà õîëîäå â 40 ìÌ Tris-HCl-áóôåðå,
pH 7.5, ñîäåðæàùåì 5 ìÌ MgCl2, 10%-íóþ (w/v) ñàõàðîçó
è èíãèáèòîðû ïðîòåàç (500 ìêÌ O-ôåíàíòðîëèí, 2 ìêÌ
ïåïñòàòèí è 1 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä). Ãîìî-
ãåíàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 g â òå÷åíèå 10 ìèí,
ïîñëå ÷åãî ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 20 000 g â
òå÷åíèå 30 ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå áåç
ñàõàðîçû è ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè â òîì æå ðåæèìå.
Ïîëó÷åííûå ìåìáðàíû ðåñóñïåíäèðîâàëè â 40 ìÌ Tris-
HCl-áóôåðå, pH 7.5, è èñïîëüçîâàëè äëÿ èçó÷åíèÿ àêòèâ-
íîñòè ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ G-áåëêîâ.

Àêòèâíîñòü ÀÖ îïðåäåëÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Der-
kach et al., 2015). Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü (50 ìêë) ñîäåðæàëà
50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5, 5 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ öÀÌÔ,
1 ìÌ ÀÒÔ, 37 êÁê [a-32P]ÀÒÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàòà,
0.2 ìã/ìë êðåàòèíôîñôîêèíàçû è 50—80 ìêã ìåìáðàííî-
ãî áåëêà. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ìèí ïðè 37 °C,
îñòàíàâëèâàëè 100 ìêë 0.5 M HCl. Ïðîáû êèïÿòèëè â òå-
÷åíèå 6 ìèí, êèñëîòó íåéòðàëèçîâàëè 100 ìêë 1.5 M èìè-
äàçîëà. Îáðàçîâàâøèéñÿ [32P]öÀÌÔ îòäåëÿëè îò äðóãèõ
ìå÷åíûõ íóêëåîòèäîâ ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè íà
Al2O3, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ýëþåíòà 10 ìÌ èìèäà-
çîë-HCl-áóôåð, pH 7.4. Ðàäèîàêòèâíîñòü èçìåðÿëè íà
ñ÷åò÷èêå LKB 1209/1215 RackBeta (Øâåöèÿ). Àêòèâíîñòü
ÀÖ âûðàæàëè â ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã áåëêà.

Îïðåäåëåíèå ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ G-áåëêîâ ïðîâîäèëè,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al., 2010), èñïîëüçóÿ ðàäèî-
àêòèâíî ìå÷åííûé íåãèäðîëèçóåìûé àíàëîã ÃÒÔ —
[8-3H]GppNHp. Èíêóáàöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà 25 ìM
Òðèñ-HCl-áóôåð, pH 7.4, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ MgCl2,
100 ìÌ NaCl, 1 ìÌ äèòèîòðåèòîë, 0.1 % ÁÑÀ, 1 ìêÌ íå-
ìå÷åíîãî GppNHp è 18 êÁê [8-3H]GppNHp. Ðåàêöèþ íà-
÷èíàëè âíåñåíèåì â êàæäóþ ïðîáó 50—80 ìêã ìåìáðàí-
íîãî áåëêà. Ïîñëå èíêóáàöèè (45 ìèí, 30 °C) ðåàêöèþ
îñòàíàâëèâàëè 100 ìêë 0.1 % Lubrol-PX â 20 ìÌ K+,
Na+-ôîñôàòíîì áóôåðå, pH 8.0. Ïðîáû ôèëüòðîâàëè ÷å-
ðåç íèòðîöåëëþëîçíûå ôèëüòðû (HA, 0.45 ìêì, Millipore,
ÑØÀ), ôèëüòðû äâàæäû ïðîìûâàëè 4 ìë 20 ìÌ ôîñôàò-
íîãî áóôåðà, pH 8.0, âûñóøèâàëè è ïîìåùàëè â âèàëû ñî
ñöèíòèëëÿöèîííîé ñìåñüþ, ñîäåðæàùåé 0.4 % 2.5-äèôå-
íèëîêñàçîëà è 0.02 % 1-4áèñ2-5-ôåíèëîêñàçîëèëáåíçîëà.
Ðàäèîàêòèâíîñòü èçìåðÿëè íà ñ÷åò÷èêå LKB 1209/1215
RackBeta (Øâåöèÿ). Ñïåöèôè÷åñêîå ÃÒÔ-ñâÿçûâà-
íèå îïðåäåëÿëè êàê ðàçíîñòü ìåæäó ñâÿçûâàíèåì
[8-3H]GppNHp â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ ÃÒÔ
è âûðàæàëè â ïìîëü [8-3H]-GppNHp íà 1 ìã áåëêà. Ïðåèí-
êóáàöèþ ìåìáðàí ñ ïåïòèäîì 349—359 ïðîâîäèëè ïðè
4 °C â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ðåàêöèþ ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ ìåìáðàí ñ ïîìîùüþ
áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Shpakov et al., 2010). Ôðàêöèè ìåìáðàí (êîíöåíòðàöèÿ
áåëêà îêîëî 1 ìã/ìë) èíêóáèðîâàëè (45 ìèí, 37 °C) ñî
100 ìêã/ìë ÕÒ èëè 10 ìêã/ìë ÊÒ â 400 ìêë 50 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðà, pH 7.8, ñîäåðæàùåãî 2 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ
ÝÄÒÀ, 10 ìÌ äèòèîòðåèòîë, 0.1 ìÌ ÍÀÄ, 1 ìÌ ÍÀÄÔ,
0.1 ìÌ GppNHp (äëÿ ÕÒ) èëè ÃÒÔ (äëÿ ÊÒ), 1 ìÌ ÀÒÔ,
10 ìÌ òèìèäèí è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç. Ïðåä-
âàðèòåëüíî ÀÄÔ-ðèáîçèëòðàíñôåðàçû àêòèâèðîâàëè
(15 ìèí, 37 °C) ñ ïîìîùüþ 20 ìÌ äèòèîòðåèòîëà è 0.1 %
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (ïðè èñïîëüçîâàíèè ÕÒ) èëè
1 ìÌ ÀÒÔ è 0.1 % Lubrol-PX (ïðè èñïîëüçîâàíèè ÊÒ).
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ðåàêöèè ñóñïåíçèþ ìåìáðàí ðàçâîäèëè
äî îáúåìà 5 ìë îõëàæäåííûì äî 4 °C 50 ìÌ Tris-HCl-áó-

ôåðîì, pH 7.5, ñîäåðæàùèì 5 ìÌ MgCl2, öåíòðèôóãèðî-
âàëè (37 000 g, 15 ìèí), îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â òîì
æå áóôåðå è èñïîëüçîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Ñõîäíûì
îáðàçîì îáðàáàòûâàëè êîíòðîëüíûå ìåìáðàíû, íî áåç
òîêñèíîâ.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìåòîäà ANOVA (Manugistics Inc., ÑØÀ). Êàæ-
äûé ýêñïåðèìåíò âûïîëíÿëè òðåõêðàòíî. Äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ âåëè÷èí è èõ ñðåäíåñòàòèñòè÷å-
ñêèõ îøèáîê èç íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.
Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïðîáàìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòå-
ðèÿ Ñòüþäåíòà êàê äîñòîâåðíûå ïðè p < 0.05. Ãðàôè÷å-
ñêèå èçîáðàæåíèÿ è ðàñ÷åò çíà÷åíèé EC50 àíàëèçèðîâàëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû àíàëèçà GraphPad Prism.

Ðåçóëüòàòû

Â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ TP03 ñòèìóëèðîâàë áà-
çàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ è áàçàëüíûé óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçû-
âàíèÿ G-áåëêîâ, ïðè÷åì â ñåìåííèêàõ ñòèìóëèðóþùèé
ýôôåêò áûë âûðàæåí â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì â ÿè÷íèêàõ
(ðèñ. 1). Çíà÷åíèÿ EC50 äëÿ ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà
TP03 íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ñåìåííèêàõ è ÿè÷íèêàõ ñîñòà-
âèëè 442 è 375 íÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ñâîåãî ìàêñèìóìà
ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò TP03 íà àêòèâíîñòü ÀÖ äîñòè-
ãàë â êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì. Â ñëó÷àå ñòèìóëÿöèè
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ áûëî âûÿâëåíî íåáîëüøîå ïî âåëè÷èíå
ïîâûøåíèå ýôôåêòà TP03 â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå 10–5 Ì.
Â äàëüíåéøåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñî ñòèìó-
ëÿöèåé Gq-áåëêîâ, ôóíêöèîíàëüíî íå ñîïðÿæåííûõ ñ ÀÖ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ýôôåêòèâíîñòè
ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ TP03 íà êîìïîíåíòû àäåíèëàò-
öèêëàçíîé ñèñòåìû â êëåòêàõ ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû
êðûñ.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ñ ïîìîùüþ áàêòåðèàëüíûõ òîê-
ñèíîâ è Ñ-êîíöåâîãî ïåïòèäà 349—359 Gaq-ñóáúåäèíèöû
èçó÷àëè ñåëåêòèâíîñòü ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ TP03
íà ðàçëè÷íûå òèïû G-áåëêîâ. Èíêóáàöèÿ ìåìáðàí ñ ÕÒ
ïðèâîäèò ê âûêëþ÷åíèþ èç ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè
Gs-áåëêîâ, ÷òî îáóñëîâëåíî ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèåì èõ
Gas-ñóáúåäèíèöû ïî îñòàòêó Arg189. Òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ
âåäåò ê íåñïîñîáíîñòè ýòîé ñóáúåäèíèöû ãèäðîëèçîâàòü
ÃÒÔ è êàê ñëåäñòâèå — ê ïåðåõîäó Gs-áåëêà â ïåðìàíåíò-
íî àêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå, â êîòîðîì îí íå÷óâñòâèòå-
ëåí ê ãîðìîíàì. Èíêóáàöèÿ ñ ÊÒ ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâà-
íèþ Gi/o-áåëêîâ, ÷òî ñâÿçàíî ñ ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèåì
îñòàòêà öèñòåèíà, êîòîðûé ðàñïîëîæåí â Ñ-êîíöåâîì ñåã-
ìåíòå Gai/o-ñóáúåäèíèöû, îòâåòñòâåííîì çà âçàèìîäåéñò-
âèå ñ àêòèâèðîâàííûì ðåöåïòîðîì (Gudermann et al.,
1996). Â ñâîþ î÷åðåäü Ñ-êîíöåâîé ïåïòèä 349—359 êîí-
êóðèðóåò ñ Ñ-êîíöåâûì ó÷àñòêîì Gaq-ñóáúåäèíèöû çà
ñâÿçûâàíèå ñ àêòèâèðîâàííûì ðåöåïòîðîì, â ðåçóëüòàòå
÷åãî íàðóøàåòñÿ åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ Gq-áåëêîì è ïî-
äàâëÿþòñÿ Gq-çàâèñèìûå ñèãíàëüíûå êàñêàäû (Chillar
et al., 2010).

Â ìåìáðàíàõ ÿè÷íèêîâ è ñåìåííèêîâ, îáðàáîòàííûõ
ÕÒ, ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò TP03 íà ÀÖ ïîäàâëÿëñÿ
(ðèñ. 2). Ïðè ýòîì ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò 10–6 Ì TP03
íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå ïðè îáðàáîòêå ÕÒ áëîêèðîâàëñÿ, â òî
âðåìÿ êàê â áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè TP03 (10–4 Ì)
ýòîò ýôôåêò èíãèáèðîâàëñÿ â ìåíüøåé ñòåïåíè è ñîñòà-
âèë 29 (ñåìåííèêè) è 20 (ÿè÷íèêè) % îò òàêîâîãî â êîíò-
ðîëüíûõ ìåìáðàíàõ (ðèñ. 3). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî îñíîâíîé ïóë G-áåëêîâ, àêòèâèðóåìûõ

476 Ê. Â. Äåðêà÷ è äð.



TP03 â êîíöåíòðàöèè 10–6 Ì, ñîñòàâëÿþò Gs-áåëêè, ÷åðåç
êîòîðûå îñóùåñòâëÿåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ÀÖ, â òî âðåìÿ êàê â
êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì íà÷èíàåò âûÿâëÿòüñÿ ñòèìóëèðóþ-
ùåå äåéñòâèå TP03 íà G-áåëêè, íå÷óâñòâèòåëüíûå ê ÕÒ.
Â ñëó÷àå ÕÃ× â îáðàáîòàííûõ ÕÒ ìåìáðàíàõ îòìå÷àëè
áëîêèðîâàíèå åãî ýôôåêòà íà ÀÖ, â òî âðåìÿ êàê ïðèðîñò
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ â ÿè÷íèêàõ è ñåìåííèêàõ ñíèæàëñÿ
ëèøü íà 45 è 46 % (ðèñ. 2, 3).

Â îâàðèàëüíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ îáðàáîò-
êà ÊÒ ñóùåñòâåííî íå âëèÿëà íà ñòèìóëèðóþùèå ýôôåê-
òû TP03 è ÕÃ× íà àêòèâíîñòü ÀÖ. Òîëüêî â òåñòèêóëÿð-
íûõ ìåìáðàíàõ îòìå÷àëè íåáîëüøîå ñíèæåíèå ïðèðîñòà
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ, âûçâàííîãî îáðàáîòêîé ÕÃ×, íî ðàçëè-
÷èÿ ñ êîíòðîëåì íå áûëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè
(ðèñ. 2, 3). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ñîïðÿ-
æåíèå ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ× ñ Gi/o-áåëêàìè íå âíîñèò ñóùå-
ñòâåííîãî âêëàäà â ñèãíàëüíóþ òðàíñäóêöèþ, âûçûâàå-

ìóþ ãîíàäîòðîïèíàìè, à òàêæå òîãî, ÷òî Gi/o-áåëêè íå ÿâ-
ëÿþòñÿ ìèøåíÿìè äëÿ òèåíîïèðèìèäèíîâ.

Íà îñíîâàíèè ïðåäñòàâëåííûõ âûøå äàííûõ áûëî
âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî íåïîëíîå èíãèáèðîâàíèå
ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà TP03 (10–4 Ì) è ÕÃ× (10–8 Ì) â
ìåìáðàíàõ, îáðàáîòàííûõ ÕÒ, ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé
Gq-áåëêîâ, ÷åðåç êîòîðûå îñóùåñòâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ ôîñ-
ôîëèïàçû Ñ è çàâèñèìûõ îò íåå êàñêàäîâ. Äëÿ äîêàçàòå-
ëüñòâà ýòîãî èñïîëüçîâàëè ïåïòèä 349—359, íàðóøàþ-
ùèé ñîïðÿæåíèå Gq-áåëêîâ ñ àêòèâèðîâàííûì ðåöåïòî-
ðîì. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò TP03 è ãîíàäîòðîïèíà íà
àêòèâíîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ, ïðåèíêóáèðîâàííûõ ñ ïåï-
òèäîì, ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî íå îòëè÷àëñÿ îò òàêîâîãî â
êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ (ðèñ. 2). Â òî æå âðåìÿ ïðåèíêó-
áàöèÿ îâàðèàëüíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàí ñ ïåïòèäîì
ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ íà 45 è 34 % ñòèìóëèðóþùåãî
ýôôåêòà ÕÃ× íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå. Â ñëó÷àå TP03 íåáîëü-
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Ðèñ. 1. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò TP03 íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (à) è óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ (á) â ìåìáðàíàõ,
âûäåëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ è ñåìåííèêîâ êðûñ.

1 — ÿè÷íèêè, 2 — ñåìåííèêè. Ïî îñè îðäèíàò: à — ïðèðîñò àêòèâíîñòè ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã áåëêà; á — ïðèðîñò ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ, ïìîëü
[8-3H]-GppNHp íà 1 ìã áåëêà. Ïî îñè àáñöèññ — îòðèöàòåëüíûé äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè TP03, Ì. Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ â ÿè÷íèêàõ è
ñåìåííèêàõ ñîñòàâèëà 28.4 � 0.9 è 20.8 � 1.0 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã áåëêà, áàçàëüíûé óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ â ÿè÷íèêàõ è ñåìåííèêàõ —

3.47 � 0.23 è 2.82 � 0.22 ïìîëü [8-3H]-GppNHp íà 1 ìã áåëêà ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 2. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò TP03 (10–6 è 10–4 Ì) è ÕÃ× (10–8 Ì) íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ, êîòîðûå áûëè îáðàáîòàíû
áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè èëè èíêóáèðîâàíû ñ ïåïòèäîì 349—359 Gaq-ñóáúåäèíèöû.

Ìåìáðàíû âûäåëÿëè èç ÿè÷íèêîâ (à) è ñåìåííèêîâ (á) êðûñ. 1 — êîíòðîëüíûå ìåìáðàíû, áåç îáðàáîòêè òîêñèíàìè (êîíòðîëü ¹ 1), 2 — ìåìáðàíû,
îáðàáîòàííûå ÕÒ, 3 — ìåìáðàíû, îáðàáîòàííûå ÊÒ, 4 — êîíòðîëüíûå ìåìáðàíû, èíêóáèðîâàííûå áåç ïåïòèäà (êîíòðîëü ¹ 2), 5 — ìåìáðàíû, èí-
êóáèðîâàííûå ñ ïåïòèäîì 349—359. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýôôåêòàìè TP03 è ÕÃ× íà àêòèâíîñòü ÀÖ â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ (1) è â ìåìáðàíàõ, îáðàáî-

òàííûõ òîêñèíàìè (*), ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû ïðè p < 0.05.



øîå ïî âåëè÷èíå ñíèæåíèå ýôôåêòà íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå
îòìå÷àëè òîëüêî ïðè åãî êîíöåíòðàöèè 10—4 Ì (ðèñ. 3).
Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â îòëè÷èå îò ÕÃ×, ìè-
øåíÿìè êîòîðîãî â îäèíàêîâîé ñòåïåíè ÿâëÿþòñÿ Gs- è
Gq-áåëêè, äåéñòâèå òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ
íàïðàâëåíî â îñíîâíîì íà Gs-áåëêè. È òîëüêî â îòíîñèòå-
ëüíî âûñîêîé êîíöåíòðàöèè, êîòîðàÿ íà äâà ïîðÿäêà ïðå-
âîñõîäèò çíà÷åíèå EC50 äëÿ ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà
TP03 íà ÀÖ, âûÿâëÿåòñÿ õîòÿ è ñëàáî âûðàæåííàÿ åãî
ñïîñîáíîñòü àêòèâèðîâàòü Gq-áåëêè.

Îáñóæäåíèå

Òèåíîïèðèìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå ñ àêòèâíîñòüþ
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ× èìåþò
ðÿä ïðåèìóùåñòâ ïåðåä ãîíàäîòðîïèíàìè: ýòî îòñóòñòâèå
ïðèñóùåé ãîíàäîòðîïèíàì èììóíîãåííîñòè, óñòîé÷è-
âîñòü ïðè õðàíåíèè, áîëåå íèçêàÿ ñòîèìîñòü, à òàêæå ñî-
õðàíåíèå ñïåöèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðè
ïåðîðàëüíîì ââåäåíèè. Ýôôåêòèâíîñòü ïåðîðàëüíîãî
ñïîñîáà äîñòàâêè òèåíîïèðèìèäèíîâ îáóñëîâëåíà èõ
óñòîé÷èâîñòüþ ê äåãðàäàöèè â æåëóäî÷íî-êèøå÷íîì
òðàêòå, ñïîñîáíîñòüþ ëåãêî âñàñûâàòüñÿ â êðîâü è ïðåî-
äîëåâàòü ãåìàòîîâàðèàëüíûé è ãåìàòîòåñòèêóëÿðíûé áà-
ðüåðû, ÷òî îáåñïå÷èâàåò èõ àäðåñíóþ äîñòàâêó ê êëåò-
êàì-ìèøåíÿì. Îäíàêî îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ ïðåè-
ìóùåñòâ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå ó òèåíîïèðèìèäèíîâûõ
ïðîèçâîäíûõ õàðàêòåðíûõ äëÿ ãîíàäîòðîïèíîâ ïîáî÷íûõ
ýôôåêòîâ, òàêèõ êàê áûñòðîå ðàçâèòèå ðåçèñòåíòíîñòè ê
äåéñòâèþ ËÃ è ÕÃ×, ÷òî ïîñëå îòìåíû ïðåïàðàòîâ ïðè-
âîäèò ê äëèòåëüíîìó íàðóøåíèþ ôóíêöèé ãîíàäíîé îñè,
è ðàçâèòèå ñèíäðîìà ãèïåðñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ãîíàäîòðîïèíîâ äëÿ èíäóêöèè îâóëÿöèè
ó æåíùèí. Ýòîò ñèíäðîì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàèáîëåå
òÿæåëîå îñëîæíåíèå, âîçíèêàþùåå â õîäå ïðîöåäóðû
ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî îïëîäîòâîðåíèÿ, è ÷àñòî ïðèâîäèò
ê æåíñêîìó áåñïëîäèþ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðèìåíåíèå òè-
åíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ äëÿ èíäóêöèè îâóëÿöèè
ó æåíùèí, à òàêæå ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ïî÷-
òè ïîëíîñòüþ èñêëþ÷àåò ðàçâèòèå ñèíäðîìà ãèïåðñòè-

ìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ (Van de Lagemaat et al., 2009, 2011;
Gerrits et al., 2013). Òàê, ïðè îáðàáîòêå êðûñ ñ ïîìîùüþ
ñîåäèíåíèÿ Org 43553, êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ ïðîòîòèïîì
äëÿ ñèíòåçèðîâàííîãî è èçó÷åííîãî íàìè ñîåäèíåíèÿ
TP03, ðàçìåðû ÿè÷íèêîâ è ïðîíèöàåìîñòü êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ â íèõ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿëèñü. Ñîãëàñíî äàí-
íûì áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, îñíîâíîé ïðè÷è-
íîé ýòîãî ñ÷èòàþò ñíèæåíèå, à íå ïîâûøåíèå, êàê â ñëó-
÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ãîíàäîòðîïèíîâ, ïðîäóêöèè ôàêòîðà
ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ çåðíèñòûìè êëåòêàìè ÿè÷íèêîâ
ïðè îáðàáîòêå æèâîòíûõ Org 43553 (Van de Lagemaat
et al., 2011). Ýòî äåëàåò òèåíîïèðèìèäèíîâûå ïðîèçâîä-
íûå áîëåå ïåðñïåêòèâíûìè ïðåïàðàòàìè âî âñïîìîãà-
òåëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ òåõíîëîãèÿõ â ñðàâíåíèè ñ ãî-
íàäîòðîïèíàìè. Îäíàêî ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, êî-
òîðûå ëåæàò â îñíîâå äèôôåðåíöèðîâàííîãî âëèÿíèÿ
ãîíàäîòðîïèíîâ è òèåíîïèðèìèäèíîâ íà ñèíòåç è ñåêðå-
öèþ ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF), íå áûëî
óñòàíîâëåíî.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âàæíåéøèì ìåõàíèçìîì,
îáóñëîâëèâàþùèì ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ ýôôåêòîâ, âûçûâàåìûõ ãîíàäîòðîïèíàìè è òèåíî-
ïèðèìèäèíàìè, ÿâëÿåòñÿ ñåëåêòèâíîñòü íèçêîìîëåêóëÿð-
íûõ àãîíèñòîâ ïî îòíîøåíèþ ê âíóòðèêëåòî÷íûì ñèã-
íàëüíûì êàñêàäàì â êëåòêàõ ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû.
Â ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå î ìåõàíèçìàõ
äåéñòâèÿ ñîåäèíåíèÿ Org 43553 íà âíóòðèêëåòî÷íûå êàñ-
êàäû â êóëüòóðàõ êëåòîê, ãäå ýêñïðåññèðóåòñÿ ðåöåïòîð
ËÃ-ÕÃ×. Ãîëëàíäñêèå ó÷åíûå ïîêàçàëè, ÷òî â êîíöåíòðà-
öèÿõ 10–6 è 10–5 Ì ñîåäèíåíèå Org 43553 ñ âûñîêîé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ ñòèìóëèðóåò àêòèâíîñòü ÀÖ, íî ïî÷òè íå
âëèÿåò íà àêòèâíîñòü ôîñôîëèïàçû Ñ. Ïðè ýòîì ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ öÀÌÔ â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ Org 43553,
ñîñòàâèëî 62 % îò òàêîâîãî ïðè èõ îáðàáîòêå ËÃ, â òî
âðåìÿ êàê ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò òèåíîïèðèìèäèíà íà
àêòèâíîñòü ôîñôîëèïàçû Ñ íå ïðåâûøàë 5 % îò òàêîâîãî
äëÿ ãîíàäîòðîïèíà (Van Koppen et al., 2008). Íà îñíîâà-
íèè ýòîãî àâòîðû çàêëþ÷èëè, ÷òî ñâÿçûâàíèå ðåöåïòîðà
ËÃ-ÕÃ× ñ ñîåäèíåíèåì Org 43553 ëèøü íåçíà÷èòåëüíî
âëèÿåò íà çàâèñèìûé îò Gq-áåëêîâ è ôîñôîëèïàçû Ñ ôîñ-
ôîèíîçèòèäíûé îáìåí.

478 Ê. Â. Äåðêà÷ è äð.

Ðèñ. 3. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò TP03 (10–6 è 10–4 Ì) è ÕÃ× (10–8 Ì) íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå G-áåëêîâ â ìåìáðàíàõ, êîòîðûå áûëè
îáðàáîòàíû áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè èëè èíêóáèðîâàíû ñ ïåïòèäîì 349—359 Gaq-ñóáúåäèíèöû.

Ìåìáðàíû âûäåëÿëè èç ÿè÷íèêîâ (à) è ñåìåííèêîâ (á) êðûñ. 1 — êîíòðîëüíûå ìåìáðàíû, áåç îáðàáîòêè òîêñèíàìè (êîíòðîëü ¹ 1), 2 — ìåìáðàíû,
îáðàáîòàííûå ÕÒ, 3 — ìåìáðàíû, îáðàáîòàííûå ÊÒ, 4 — êîíòðîëüíûå ìåìáðàíû, èíêóáèðîâàííûå áåç ïåïòèäà (êîíòðîëü ¹ 2), 5 — ìåìáðàíû, èí-
êóáèðîâàííûå ñ ïåïòèäîì 349—359. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýôôåêòàìè TP03 è ÕÃ× íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ (1) è â ìåìáðàíàõ, îáðà-
áîòàííûõ òîêñèíàìè (*), è ìåæäó ñîîòâåòñòâóþùèìè ýôôåêòàìè â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ (4) è â ìåìáðàíàõ, èíêóáèðîâàííûõ ñ ïåïòèäîì (#), ñòàòè-

ñòè÷åñêè çíà÷èìû ïðè p < 0.05.



Â ðàìêàõ ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ íàìè áûëè ïî-
ëó÷åíû ïîäòâåðæäàþùèå ýòî äîêàçàòåëüñòâà. Ñ ïîìîùüþ
ñåëåêòèâíîãî âûêëþ÷åíèÿ Gs-áåëêîâ ïðè îáðàáîòêå ìåì-
áðàí ÕÒ è êîíêóðåíòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ Gq-áåëêîâ ñ ïî-
ìîùüþ ïåïòèäà 349—359, ñîîòâåòñòâóþùåãî Ñ-êîíöåâî-
ìó ó÷àñòêó Gaq-ñóáúåäèíèöû, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî TP03
êàê â ÿè÷íèêàõ, òàê è â ñåìåííèêàõ àêòèâèðóåò ïðåèìó-
ùåñòâåííî Gs-áåëêè. Ïðè ýòîì ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå
TP03 íà Gq-áåëêè âûÿâëÿëîñü ëèøü â ñðàâíèòåëüíî âûñî-
êîé åãî êîíöåíòðàöèè (10–4 Ì), äà è òî â î÷åíü íåáîëüøîé
ñòåïåíè. Ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè (10–6 Ì), áëèçêîé çíà-
÷åíèþ EC50 äëÿ ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà TP03 íà àêòèâ-
íîñòü Gs-áåëêîâ, òàêîå âëèÿíèå âîâñå îòñóòñòâîâàëî.
Â ñâîþ î÷åðåäü â ìåìáðàíàõ, îáðàáîòàííûõ ÕÃ×, îòìå÷à-
ëè ñîïîñòàâèìûé ïî âåëè÷èíå ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
ãîíàäîòðîïèíà íà àêòèâíîñòü îáîèõ òèïîâ G-áåëêîâ,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó îòñóòñòâèÿ ó ãîíàäîòðîïèíà
ñåëåêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê Gs- è Gq-ñèãíàëüíûì êàñ-
êàäàì.

Îò÷åòëèâî âûðàæåííûå ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû
TP03 è ÕÃ× íà àêòèâíîñòü Gs-áåëêîâ îïîñðåäóþò àêòèâà-
öèþ èìè ÀÖ è öÀÌÔ-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ,
êîòîðûå îïðåäåëÿþò ñïîñîáíîñòü ãîíàäîòðîïèíîâ è íèç-
êîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ× âëèÿòü
íà ñèíòåç è ñåêðåöèþ ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ. Ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ öÀÌÔ â êëåòêàõ ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè StAR-áåëêà, îñóùåñòâëÿþùåãî
òðàíñïîðò õîëåñòåðèíà â ìèòîõîíäðèè, ãäå îñóùåñòâ-
ëÿþòñÿ íà÷àëüíûå ñòàäèè ñèíòåçà ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ,
è êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ ñòåðîèäîãåíåçà — öèòîõðîìà
Ð450scc, 3b-ãèäðîêñèñòåðîèääåãèäðîãåíàçû, öèòîõðîìà
Ð450-17a, îáëàäàþùåãî àêòèâíîñòüþ 17b-ãèäðîêñèëàçû
è Ñ17,20-ëèàçû, è 17b-ãèäðîêñèñòåðîèääåãèäðîãåíàçû
(Áàõòþêîâ, Øïàêîâ, 2016). Ñëåäñòâèåì àêòèâàöèè ñèñòå-
ìû ñòåðîèäîãåíåçà ÿâëÿåòñÿ ñèíòåç òåñòîñòåðîíà êëåòêà-
ìè Ëåéäèãà ó ìóæ÷èí è ñèíòåç àíäðîñòåíäèîíà, îñíîâíî-
ãî ïðåäøåñòâåííèêà ýñòðàäèîëà, â ÿè÷íèêàõ è ïðîãåñòå-
ðîíà æåëòûì òåëîì ó æåíùèí.

Èìåþòñÿ âåñêèå îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî ðàçëè÷èÿ â
ñòèìóëèðóþùåì äåéñòâèè ãîíàäîòðîïèíîâ è òèåíîïè-
ðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ íà Gq-áåëêè îïðåäåëÿþò èõ
ñïîñîáíîñòü âëèÿòü íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü
VEGF-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Êàê îòìå÷àëîñü
âûøå, ñïîñîáíîñòü ãîíàäîòðîïèíîâ (íî íå íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûõ àãîíèñòîâ) àêòèâèðîâàòü ýòè ïóòè âåäåò ê ðàçâè-
òèþ ñèíäðîìà ãèïåðñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ. Â ïîëüçó íå-
ïîñðåäñòâåííîãî ó÷àñòèÿ Gq-áåëêîâ â êîíòðîëå VEGF-çà-
âèñèìûõ ïóòåé ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå, ïîëó÷åííûå íà
êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî àãîíèñòû
Gq-ñîïðÿæåííûõ ðåöåïòîðîâ àêòèâèðóþò íå òîëüêî ôîñ-
ôîëèïàçó Ñ, íî è VEGF-ñèãíàëüíûå ïóòè, î ÷åì ñâèäå-
òåëüñòâóåò ïîâûøåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà
VEGF è çàâèñèìûõ îò VEGF íèæåëåæàùèõ ïðîòåèíêè-
íàç. Â òî æå âðåìÿ â êëåòêàõ, äåôèöèòíûõ ïî Gq-áåëêàì,
áûëî âûÿâëåíî êàê óìåíüøåíèå ìîáèëèçàöèè êàòèîíîâ
êàëüöèÿ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, òàê è ñíèæåíèå ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà VEGF, ÷òî îñëàáëÿëî ïðîëè-
ôåðàöèþ êëåòîê è óñèëèâàëî â íèõ àïîïòîç (Zeng et al.,
2003; Sivaraj et al., 2015). Ó ìûøåé, íîêàóòíûõ ïî ãåíó
äëÿ Gaq-ñóáúåäèíèöû, îòìå÷àëè ñèëüíî âûðàæåííîå ñíè-
æåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê VEGF, ÷òî ïðèâîäèëî ê èíãè-
áèðîâàíèþ VEGF-èíäóöèðóåìîãî àíãèîãåíåçà è ñíèæàëî
ïðîíèöàåìîñòü ñîñóäîâ (Sivaraj et al., 2015).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñïåöèôè÷íîñòü ËÃ è ÕÃ× ê ãå-
òåðîòðèìåðíûì G-áåëêàì ìîæåò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè

çàâèñåòü îò ìîäèôèêàöèè èõ a- è b-ñóáúåäèíèö îëèãîñà-
õàðèäíûìè öåïÿìè, êàê ýòî ïîêàçàíî äëÿ ÔÑÃ (Jiang
et al., 2014; Szkudlinski, 2015). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîëåêó-
ëÿðíûå ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ãîíàäîòðîïèíîâ îïðåäåëÿ-
þòñÿ íå òîëüêî èíòåíñèâíîñòüþ N-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ èõ
ñóáúåäèíèö, íî òàêæå ñòðóêòóðîé è çàðÿäîì îëèãîñàõà-
ðèäíûõ öåïåé. Îäíàêî äî ñèõ ïîð íå óäàëîñü èäåíòèôè-
öèðîâàòü òå èçîôîðìû ãîíàäîòðîïèíîâ, êîòîðûå áûëè áû
ñïåöèôè÷íû â îòíîøåíèè îïðåäåëåííûõ ìîëåêóëÿðíûõ
ìèøåíåé. Ñèòóàöèÿ îñëîæíÿåòñÿ òåì, ÷òî ðåöåïòîðû ãî-
íàäîòðîïèíîâ ìîãóò ôóíêöèîíàëüíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
b-àððåñòèíàìè, è â ýòîì ñëó÷àå ãîíàäîòðîïèíû çàïóñêà-
þò íåçàâèñèìûå îò G-áåëêîâ ñèãíàëüíûå êàñêàäû, ÷åðåç
êîòîðûå îíè ñòèìóëèðóþò êàñêàä ìèòîãåíàêòèâèðóåìûõ
ïðîòåèíêèíàç (Casarini et al., 2016). Òàêèì îáðàçîì, ìîæ-
íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçëè÷íûå èçîôîðìû ãîíàäîòðîïè-
íîâ, ñâÿçûâàÿñü ñ îðòîñòåðè÷åñêèì ñàéòîì ðåöåïòîðà,
ñïîñîáíû ñòàáèëèçèðîâàòü íå ìåíåå òðåõ åãî àêòèâíûõ
êîíôîðìàöèé, â êîòîðûõ îí ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò
ñ Gs-áåëêàìè, Gq-áåëêàìè èëè b-àððåñòèíàìè, ÷òî âåäåò ê
àêòèâàöèè ñîîòâåòñòâåííî öÀÌÔ-çàâèñèìîãî ïóòè,
Ca2+-çàâèñèìîãî ïóòè è êàñêàäà ìèòîãåíàêòèâèðóåìûõ
ïðîòåèíêèíàç. Â òî æå âðåìÿ òèåíîïèðèìèäèíîâûå ïðî-
èçâîäíûå, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ àëëîñòåðè÷åñêèì ñàé-
òîì ðåöåïòîðà, îáëàäàþò áîëüøåé ñåëåêòèâíîñòüþ è ñòà-
áèëèçèðóþò òó êîíôîðìàöèþ ðåöåïòîðà, â êîòîðîé îí
íàèáîëåå ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóþò ñ Gs-áåëêàìè. Íå-
ëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî â äàëüíåéøåì ìîãóò áûòü ðàçðàáîòà-
íû íèçêîìîëåêóëÿðíûå àãîíèñòû ðåöåïòîðà ËÃ-ÕÃ×,
ñïåöèôè÷íî çàïóñêàþùèå ñèãíàëüíûå êàñêàäû, â êîòî-
ðûå âîâëå÷åíû Gq-áåëêè è b-àððåñòèíû. Îäíàêî â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ñêðèíèíã íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ïðî-
âîäèòñÿ ïî èõ ñïîñîáíîñòè ñòèìóëèðîâàòü ñòåðîèäîãåíåç,
êëþ÷åâóþ ðîëü â êîòîðîì èãðàþò Gs-áåëêè, âñëåäñòâèå
÷åãî Gq- è b-àððåñòèí-ñïåöèôè÷íûå àãîíèñòû èñêëþ÷à-
þòñÿ èç èññëåäîâàíèé êàê íåàêòèâíûå.

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ìåòîäîëîãèè ÀÄÔ-ðèáî-
çèëèðîâàíèÿ áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè è ïåïòèäíîé
ñòðàòåãèè, îñíîâàííîé íà ïðèìåíåíèè Ñ-êîíöåâîãî ïåï-
òèäà Gaq-ñóáúåäèíèöû, óñòàíîâëåíà ñåëåêòèâíîñòü äåé-
ñòâèÿ TP03, íèçêîìîëåêóëÿðíîãî àãîíèñòà ðåöåïòîðà
ËÃ-ÕÃ×, íà Gs-áåëêè, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñîïðÿãàþ-
ùèì êîìïîíåíòîì àäåíèëàòöèêëàçíîé ñèãíàëüíîé ñèñòå-
ìû, îòâåòñòâåííîé çà ñòèìóëÿöèþ ñòåðîèäîãåíåçà â ÿè÷-
íèêàõ è ñåìåííèêàõ. Â ñâîþ î÷åðåäü ãîíàäîòðîïèíû
(ÕÃ× è ðåêîìáèíàíòíûé ËÃ) íå îáëàäàþò òàêîé ñåëåê-
òèâíîñòüþ, àêòèâèðóÿ êàê Gs-, òàê è Gq-áåëêè, ÷òî ìîæåò
ïðèâîäèòü ê ðÿäó õàðàêòåðíûõ äëÿ íèõ ïîáî÷íûõ ýôôåê-
òîâ. Ðàçðàáîòêà ñåëåêòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ðåöåïòîðà
ËÃ-ÕÃ× íà îñíîâå òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ
ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì äëÿ ñîçäàíèÿ ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, êîòîðûå íàïðàâëåííî ðåãóëèðó-
þò ñòåðîèäîãåíåç è íå âëèÿþò èëè ñëàáî âëèÿþò íà äðó-
ãèå ôèçèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, êîíòðîëèðóåìûå ãîíà-
äîòðîïèíàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-00126). ßÌÐ è ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ
ðåñóðñíûõ öåíòðîâ Íàó÷íîãî ïàðêà ÑÏáÃÓ «Ìàãíèò-
íî-ðåçîíàíñíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ» è «Ìåòîäû àíà-
ëèçà ñîñòàâà âåùåñòâà», èçó÷åíèå àêòèâíîñòè ÀÖ è
óðîâíÿ ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ âûïîëíåíû íà áàçå ÖÊÏ ÈÝÔÁ
ÐÀÍ.
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The luteinizing hormone (LH) and its homolog, human chorionic gonadotropin (hCG), are important regu-
lators of the reproductive system. They specifically bind to LH-hCG receptor and stimulate different types of
G-proteins, primarily Gs- and Gq-protein, leading to the activation of adenylyl cyclase (AC) and phospholipase
C, respectively. It is assumed that many side effects of LH and hCG may be caused by low selectivity of their
action on G-proteins. The low-molecular weight agonists of LH-hCG receptor developed on the basis of thieno-
pyrimidine derivatives do not have these side effects. The differences in the interaction with G-proteins may
be one reason for this. To verify this, a comparative study of the effect of hCG and synthesized by us earlier
thienopyrimidine, 5-amino-N-tert-butyl-2-(methylsulfanyl)-4-(3-(nicotinamide)phenyl)thieno[2,3-d]pyrimidi-
ne 6-carboxamide (TP03), on the AC activity and the GTP-binding of G-proteins in the plasma membranes iso-
lated from rat ovaries and testes. Cholera (ChT) and pertussis (PT) toxins were used for selective switching off
of Gs- and Gi/o-proteins from signal transduction, and to suppress Gq-dependent cascades the peptide correspon-
ding to the C-terminal segment 349—359 of Gaq-subunit was taken. It was shown that the treatment of ovarian
and testicular membranes with ChT resulted in complete inhibition of the TP03 and hCG stimulating effects on
AC activity, but had different effects on the stimulation of GTP binding by them. It completely suppressed this
effect in the case of TP03 (10–6 M), and decreased by 45—46 % in the case of hCG (10–8 M). Pre-incubation of
membranes with the peptide 349—359 decreased by 34 (ovaries) and 45 % (testes) the stimulating effect of
hCG on the GTP-binding, but did not affect the corresponding effect of TP03 (10–6 M). Pre-incubation with the
peptide 349—359 also reduced the stimulating GTP-binding effect of 10–4 M TP03, but to a small extent. These
data indicate that, unlike hCG whose targets in the ovaries and testes are Gs- and Gq-protein to the same degree,
the TP03 acts mainly on Gs-proteins. Only at a concentration which exceeds the value of EC50 by two orders,
TP03 has the ability, albeit relatively weak, to activate Gq-protein. The PT treatment of membranes did not in-
fluence the effects of TP03 and hCG, indicating a lack of effective interaction with Gi/o-proteins. Thus, a signi-
ficant advantage of low-molecular weight agonists of LH-hCG receptor, as compared with gonadotropins, is se-
lective activation of Gs-dependent signaling cascades responsible for the synthesis and production of steroid
hormones.

K e y w o r d s: heterotrimeric G-protein, low-molecular weight agonist, gonadotropin, luteinizing hormone
receptor, GTP-binding, adenylyl cyclase, thienopyrimidine, cholera toxin.
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