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Для коррекции андрогенного дефицита необходимы разработка новых агонистов рецептора лютеини-
зирующего гормона (ЛГР) и оценка их стероидогенного эффекта при различной продолжительности и
способах введения в сравнении с хорионическим гонадотропином человека (ХГЧ), “золотым стандар-
том” активаторов стероидогенеза. Целью исследования было изучить эффект аллостерического ЛГР-
агониста 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-4-(3-(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]пири-
мидин-6-карбоксамида (TP03) при однократном и пятидневном внутрибрюшинном, подкожном и пе-
роральном введении самцам крыс в сравнении с внутрибрюшинно или подкожно вводимым ХГЧ. Ис-
следовали уровни тестостерона и экспрессию генов ЛГР и ферментов стероидогенеза. Предварительно
определяли и в дальнейшем использовали дозы TP03 и ХГЧ, вызывавшие 65–75% максимального сте-
роидогенного эффекта. При однодневном и пятидневном внутрибрюшинном введении TP03
(20 мг/кг) более эффективно стимулировал продукцию тестостерона, чем при подкожном и перораль-
ном введении. Пятидневное внутрибрюшинное (но не подкожное) введение TP03 повышало интрате-
стикулярную экспрессию генов ЛГР и холестерин-транспортирующего белка StAR, катализирующего
скорость-лимитирующую стадию стероидогенеза. Подкожное введение ХГЧ (20 МЕ/крысу) было эф-
фективнее, чем внутрибрюшинное введение, и значительно повышало экспрессию гена дегидрогеназы
17, катализирующей синтез андростендиона. Оба способа введения ХГЧ снижали экспрессию гена
ЛГР. В отличие от ХГЧ, стероидогенный эффект TP03 при пятидневном введении сохранялся. Сделан
вывод о том, что стероидогенный эффект TP03 наиболее выражен при внутрибрюшинном введении, а
в случае ХГЧ при подкожном введении, и это ассоциировано с различным влиянием препаратов на
экспрессию стероидогенных ферментов.

Ключевые слова: семенники, стероидогенез, тиенопиримидин, хорионический гонадотропин, внутри-
брюшинное введение, подкожное введение, тестостерон
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Важнейшими регуляторами репродуктивных
функций у человека и млекопитающих являются
лютеинизирующий гормон (ЛГ) и его гомолог –
хорионический гонадотропин человека (ХГЧ).
Они осуществляют свои эффекты на клетки-ми-
шени посредством связывания с внеклеточным до-
меном рецептора ЛГ. После связывания с гонадо-
тропином рецептор ЛГ взаимодействует с различ-
ными типами гетеротримерных G-белков (Gs,
Gq/11, Gi/o) и -аррестинами [1]. У мужчин сниже-
ние продукции ЛГ и ослабление чувствительности

к нему рецептора ЛГ становятся причинами гипо-
гонадизма, андрогенного дефицита и бесплодия [2,
3]. Для стимуляции стероидогенной функции се-
менников обычно применяют препараты гонадо-
тропинов (ЛГ, ХГЧ) или используют агонисты го-
надолиберина, гипоталамического рилизинг-фак-
тора гонадотропинов [4, 5]. Однако оба подхода
имеют существенные недостатки, что обусловлено
десенситизацией рецепторов ЛГ в результате дли-
тельного воздействия фармакологических доз го-
надотропинов и нарушением функционирования

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



52

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 1  2022

СТЕПОЧКИНА и др.

гонадной оси вследствие истощения выброса гона-
дотропинов в ответ на стимуляцию агонистами го-
надолиберина. У гонадотропиновой терапии име-
ется ряд побочных эффектов, вызванных структур-
ными различиями между коммерческими
препаратами гонадотропинов и эндогенными го-
надотропинами [6, 7]. Применение заместитель-
ной терапии андрогенами по механизму отрица-
тельной обратной связи подавляет активность го-
надной оси, способно индуцировать рост
андроген-зависимых опухолей и может привести к
бесплодию [3].

Одной из альтернатив гонадотропинам являют-
ся аллостерические агонисты рецептора ЛГ [8, 9], в
том числе разработанные нами производные тие-
но[2,3-d]-пиримидина [10–14]. Они взаимодей-
ствуют с аллостерическим сайтом, локализован-
ным внутри трансмембранного домена рецептора
[8]. Если в случае связывания рецептора ЛГ с гона-
дотропинами стабилизируется несколько актив-
ных конформаций, то при его связывании с алло-
стерическими агонистами стабилизируется пре-
имущественно одна из них, в которой рецептор
активирует только один тип G-белка или -арре-
стина, тем самым запуская определенный внутри-
клеточный каскад. Так показано, что соединение
Org43553 и разработанные нами тиено[2,3-d]-пи-
римидины TP01 и TP03 через Gs-белки стимулиру-
ют фермент аденилатциклазу и цАМФ-зависимые
пути, но слабо или вовсе не влияют на Gq/11-белки
и кальциевые пути [8, 11]. В то же время стимули-
рующие эффекты ЛГ и ХГЧ в отношении различ-
ных типов G-белков не являются высоко селектив-
ными, хотя известно, что ХГЧ в большей степени
стимулирует Gs-белки [1].

При использовании аллостерических агонистов
важным является выбор оптимального пути до-
ставки препарата. Для тиено[2,3-d]-пиримидино-
вых производных при изучении их стероидогенно-
го эффекта у крыс, как правило, применяют внут-
рибрюшинный (в/б) способ введения [8, 10, 11], в
то время как подкожное (п/к) введение практиче-
ски не используют. Учитывая устойчивость и хоро-
шую всасываемость в желудочно-кишечном трак-
те, тиено[2,3-d]-пиримидины могут быть введены
перорально, что невозможно в случае гонадотро-
пинов, и это является их важным преимуществом
перед гонадотропинами [9, 10]. В случае гонадо-
тропинов (ХГЧ) используют как подкожный (п/к),
так и внутримышечный способы введения, причем
оба этих метода считают биоэквивалентными [15].
В условиях эксперимента чаще применяют п/к
инъекции ХГЧ, но также, хотя и ограниченно, ис-
пользуют в/б введение [16–18]. При этом в/б введе-
ние ХГЧ мало изучено, хотя подобные исследова-
ния представляют интерес в аспекте сравнения эф-
фективности и биодоступности препаратов
гонадотропинов и тиено[2,3-d]-пиримидиновых

производных, вводимых в основном в/б способом.
В этой связи следует отметить, что сравнительные
исследования стероидогенных эффектов низкомо-
лекулярных агонистов рецептора ЛГ и гонадотро-
пинов и их влияния на экспрессию стероидоген-
ных белков при различных способах введения ра-
нее не проводились.

Целью исследования было изучить стероидо-
генный эффект разработанного нами аллостери-
ческого агониста 5-амино-N-трет-бутил-2-(ме-
тилсульфанил)-4-(3-(никотинамидо)фенил)тие-
но[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (TP03) при
его однократном и пятидневном в/б, п/к и перо-
ральном введении самцам крыс в сравнении с в/б
или п/к вводимым ХГЧ, который в настоящее вре-
мя является “золотым стандартом” среди актива-
торов стероидогенеза. В случае однократного вве-
дения TP03 и ХГЧ оценивали динамику изменения
уровня тестостерона в течение 5 ч после введения.
В случае пятидневного введения оценивали дина-
мику изменения уровня тестостерона, а в конце
эксперимента оценивали экспрессию генов, коди-
рующих рецептор ЛГ и основные ферменты стеро-
идогенеза.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для экспериментов были взяты трехмесячные
самцы крыс Wistar, которых содержали на стан-
дартном рационе со свободным доступом к пище и
воде. Все процедуры проводили в соответствии с
правилами, разработанными и утвержденными
Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН (15.02.2018 г.),
и требованиями, изложенными в документах “Eu-
ropean Communities Council Directive 1986”
(86/609/EEC) и “Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals”.

Синтез TP03 осуществляли путем ацилирова-
ния 5-амино-4-(3-аминофенил)-N-трет-бутил-2-
(метилсульфанил)тиено[2,3-d]-пиримидин-6-карбок-
самида, как описано ранее [11]. Для этого 1.0 экви-
валент ацилируемого агента смешивали с 1.1 экви-
валента никотиновой кислоты, 1.1 эквивалента
гексафторфосфата 1-[бис(диметиламино)мети-
лен]-1H-1,2,3-триазоло[4,5-b]пиридиний 3-оксида
и 1.2 эквивалента N,N-диизопропилэтиламина в
сухом N,N-диметилформамиде. Реакцию проводи-
ли в течение 5 ч при комнатной температуре, целе-
вые продукты очищали с помощью перекристалли-
зации из этанола и адсорбционной колоночной
хроматографии. Структуру TP03 подтверждали с
помощью 1H-ЯМР и 13С-ЯМР спектроскопии, ис-
пользуя спектрометр Bruker Avance III 400
(“Bruker”, Германия), и данных масс-спектромет-
рии, используя спектрометр micrOTOF (“Bruker”,
Германия). Молекулярная масса TP03 составила
515.1301 (рассчитанная масса для иона [M+Na+] со-
ставила 515.1294).
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Для оценки стероидогенного эффекта самцам
крыс однократно или в течение 5 дней вводили
TP03 в диметилсульфоксиде (ДМСО) и ХГЧ
(“Московский эндокринологический завод”, Рос-
сия) в физиологическом растворе. Препараты вво-
дили ежедневно в 11.00 в/б, п/к (в область левой ло-
патки), в случае TP03 также перорально. Кон-
трольным животным вместо препаратов в те же
сроки и в тех же объемах в/б, п/к или перорально
вводили ДМСО или физиологический раствор.
Поскольку по результатам предварительных экспе-
риментов оба растворителя при различных спосо-
бах введения не оказывали значимого влияния на
уровни тестостерона, то в основных экспериментах
в качестве контрольных групп использовали крыс с
в/б введением ДМСО (обработка TP03) и п/к вве-
дением физиологического раствора (обработка
ХГЧ). В основном эксперименте в каждой группе
было по пять животных. При этом сначала крысам
ТП03, ХГЧ и их растворители вводили однократно,
а через неделю отдыха соответствующим группам
животных те же препараты вводили в течение пяти
дней. Тем самым, в общей сложности в экспери-
ментах использовали 35 животных, которых рас-
пределили на 7 групп.

Для исследования были выбраны дозы TP03 и
ХГЧ, при которых, по результатам предваритель-
ных экспериментов по изучению зависимости “до-
за-эффект” (табл. 1), повышение уровня тестосте-
рона составило 65–75% от максимального. При од-
нократном введении концентрацию тестостерона в
крови оценивали до (10.00) и через 1 ч (11.00), 3 ч
(13.00) и 5 ч (15.00) после введения препаратов, при
пятидневном введении за день до введения препа-
ратов (13.00) и ежедневно через 3 ч после введения
(13.00). Образцы крови забирали из хвостовой вены
с предварительной местной анестезией крыс с по-
мощью 2% раствора лидокаина из расчета 2–
4 мг/кг. Уровень тестостерона определяли с помо-
щью набора “Тестостерон-ИФА” (“Алкор-Био”,
Россия) и спектрофотометра “Anthos Absorbance
Reader 2020” (Австрия). В конце эксперимента (на
5-й день через 3 ч после введения препарата) крыс
наркотизировали, используя ингаляцию 4–5%
(v/v) изофлураном, и забирали у них семенники
для оценки экспрессии генов.

Экспрессию мРНК для гена Lhr, кодирующего
рецептор ЛГ, и для генов Star, Cyp11a1, Cyp17a1,
Hsd3b и Hsd17b, кодирующих холестерин-транс-
портирующий белок StAR, цитохромы Р450scc и
Р450-17 и 3-гидростероиддегидрогеназы 3 и
17, соответственно, осуществляли с помощью
ПЦР в реальном времени. Для этого из семенников
выделяли тотальную РНК с помощью реагента
ExtractRNA (“Evrogen”, Россия). Обратную тран-
скрипцию проводили с помощью набора MMLV
RT Kit (“Evrogen”, Россия), экспрессию оценивали
с помощью амплификатора 7500 Real-Time PCR
System (“Thermo Fisher Scientific Inc.”, США). Для

оценки экспрессии генов целевых белков исполь-
зовали следующие праймеры: Lhr – CTGCGCT-
GTCCTGGCC (For), CGACCTCATTAAGTC-
CCCTGAA (Rev); Star – AAGGCTGGAAGAAG-
GAAAGC (For), CACCTGGCACCACCTTACTT
(Rev); Cyp11a1 – TATTCCGCTTTGCCTTTGAG
(For), CACGATCTCCTCCAACATCC (Rev); Hsd3b
– AGGCCTGTGTCCAAGCTAGTGT (For), CTC-
GGCCATCTTTTTGCTGTAT (Rev); Cyp17a1 –
CATCCCCCACAAGGCTAAC (For), TGT-
GTCCTTGGGGACAGTAAA (Rev); Hsd17b –
CCTTTGGCTTTGCCATGAGA (For), CAATC-
CATCCTGCTCCAACCT (Rev), структура которых
была описана ранее [19]. Подбор праймеров осу-
ществляли с помощью программы Primer BLAST
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/), а также на основе данных литературы. В ка-
честве референсных использовали гены Actb и Gap-
dh, кодирующие -актин и глицеральдегидфосфат-
дегидрогеназу. Результаты анализировали с помо-
щью метода Сt и программного обеспечения
7500 Software v2.0.6 и Expression Suite Software
v1.0.3. Значения RQ рассчитывали по отношению к
контрольной группе, получавшей в течение 5 дней
ДМСО (в/б).

Статистический анализ проводили с помощью
программы “Microsoft Office Excel 2007”. Нормаль-
ность распределения проверяли с помощью крите-
рия Шапиро–Уилка. Для сравнения двух выборок
с нормальным распределением использовали t-крите-
рий Стьюдента. Статистически значимыми счита-
ли отличия при уровне значимости p < 0.05. Дан-
ные представляли как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Основываясь на зависимости “доза-эффект”
для различных способов введения препаратов бы-
ли выбраны дозы 20 мг/кг для в/б и п/к введения,
доза 40 мг/кг для перорального введения TP03 и
доза 20 МЕ/крысу для в/б и п/к введения ХГЧ. В
этих дозах достигался 65–75% от максимального
стероидогенного эффекта препарата при соответ-
ствующем способе введения (табл. 1).

При однократном введении показано, что в слу-
чае TP03 наиболее эффективным было в/б введе-
ние, в то время как п/к и пероральный способы бы-
ли сопоставимыми и по максимальному стероидо-
генному эффекту, и по значениям AUC1–5(ч),
представляющим интегрированную площадь под
кривой “концентрация тестостерона (нМ)-вре-
мя(ч)” (табл. 2). При п/к и пероральном введении
стимулирующий эффект TP03 запаздывал по срав-
нению с таковым при в/б введении (табл. 2). В слу-
чае ХГЧ п/к введение было более эффективным,
позволяя уже через 1 ч после введения препарата
достичь значительного повышения уровня тесто-
стерона. Значение AUC1–5(ч) для п/к введения на
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30% превышало таковое при в/б введении гонадо-
тропина (табл. 2).

Введение препаратов в течение 5 дней также по-
казало более высокую эффективность в/б введения
TP03 по сравнению с п/к и пероральным введени-

ем и п/к введения ХГЧ по сравнению с в/б введе-
нием. На это указывают как динамика изменения
уровня тестостерона в крови животных, так и зна-
чения AUC1–5(д), представляющие собой интегри-
рованную площадь под кривой “концентрация те-
стостерона (нМ)-время(дни)” (рис. 1).

Таблица 1. Уровни тестостерона до и через 1, 3 и 5 ч после однократного внутрибрюшинного, подкожного и перо-
рального введения различных доз TP03 и однократного подкожного и внутрибрюшинного введения различных доз
ХГЧ самцам крыс Wistar

Примечание. * – различия между значением AUC в группе с обработкой препаратами и таковым в соответствующем контроле ста-
тистически значимы при p < 0.05. Во всех группах n = 5. Крыс использовали повторно, с интервалом отдыха между обработками
не менее 5 дней, начиная с введения ДМСО, физиологического раствора или низких доз препаратов, но не более трех последо-
вательных обработок. После в/б и п/к введения ТП03 в дозах 25 или 50 мг/кг, перорального введения ТП03 в дозах 50 и 75 мг/к
и в/б и п/к введения ХГЧ в дозах 20, 50 и 100 МЕ/крысу повторную обработку не проводили. В общей сложности в экспериментах
использовали 60 крыс, которых распределили на 12 групп. Значения представлены как M ± SEM.

До Через 1 ч Через 3 ч Через 5 ч AUC

К, ДМСО, в/б 14.74 ± 0.87 17.52 ± 2.09 17.99 ± 1.76 16.66 ± 1.85 70.2 ± 5.9

TP03 10, в/б 14.87 ± 2.05 26.28 ± 2.25 37.03 ± 3.54 37.85 ± 4.20 138.2 ± 12.7*

TP03 15, в/б 17.04 ± 3.03 34.57 ± 3.67 56.58 ± 6.06 58.34 ± 3.46 206.1 ± 18.1*

TP03 25, в/б 15.64 ± 1.85 41.95 ± 6.00 72.76 ± 6.45 75.68 ± 8.43 263.2 ± 23.5*

TP03 50, в/б 15.83 ± 2.63 41.34 ± 4.46 79.36 ± 6.95 76.79 ± 4.92 276.9 ± 22.9*

К, ДМСО, п/к 16.53 ± 1.72 17.89 ± 2.88 16.91 ± 1.74 16.25 ± 2.80 68.0 ± 8.9

TP03 10, п/к 17.05 ± 1.39 17.58 ± 2.32 22.63 ± 2.55 24.88 ± 3.67 87.7 ± 10.6

TP03 15, п/к 16.66 ± 3.79 17.70 ± 3.06 27.31 ± 3.65 29.70 ± 4.95 102.0 ± 14.2

TP03 25, п/к 13.59 ± 2.43 15.69 ± 2.76 28.80 ± 3.48 32.21 ± 3.51 105.5 ± 11.5

TP03 50, п/к 16.96 ± 2.26 20.16 ± 2.48 29.75 ± 3.18 32.51 ± 2.63 112.2 ± 11.0*

К, ДМСО, пер. 12.09 ± 1.49 13.78 ± 1.95 15.09 ± 1.98 14.85 ± 2.27 58.8 ± 7.1

TP03 15, п/о 14.44 ± 1.49 14.35 ± 1.70 18.27 ± 1.08 22.17 ± 1.70 73.1 ± 3.5

TP03 25, п/о 15.49 ± 2.01 15.58 ± 2.10 24.58 ± 3.68 33.58 ± 2.34 98.3 ± 10.7

TP03 50, п/о 12.86 ± 2.14 16.03 ± 2.82 31.46 ± 2.78 44.32 ± 2.89 123.3 ± 6.9*

TP03 75, п/о 13.97 ± 2.81 15.78 ± 2.53 33.00 ± 4.39 46.44 ± 4.59 128.2 ± 15.2*

К, физ. р-р, п/к 15.55 ± 1.70 17.16 ± 2.17 16.53 ± 2.53 14.37 ± 2.16 64.6 ± 9.3

ХГЧ 5, п/к 11.61 ± 1.90 24.58 ± 4.62 42.97 ± 5.23 43.69 ± 5.81 154.2 ± 17.2*

ХГЧ 10, п/к 14.82 ± 2.42 44.90 ± 4.66 86.96 ± 9.08 79.41 ± 7.20 298.2 ± 25.6*

ХГЧ 20, п/к 12.68 ± 1.94 70.04 ± 6.69 111.86 ± 11.19 107.89 ± 9.53 401.7 ± 35.0*

ХГЧ 50, п/к 15.79 ± 2.11 80.32 ± 8.45 148.57 ± 12.50 124.23 ± 9.18 501.6 ± 37.8*

ХГЧ 100, п/к 16.98 ± 2.16 87.56 ± 8.23 152.31 ± 17.78 114.45 ± 10.26 506.6 ± 43.9*

К, физ. р-р, в/б 13.98 ± 1.06 15.01 ± 2.38 14.31 ± 1.30 12.37 ± 1.08 56.0 ± 5.4

ХГЧ 5, в/б 15.71 ± 3.73 20.26 ± 2.57 49.22 ± 5.72 60.81 ± 5.33 179.5 ± 17.9*

ХГЧ 10, в/б 13.56 ± 1.66 24.11 ± 2.10 67.78 ± 10.14 64.63 ± 4.95 224.3 ± 23.7*

ХГЧ 20, в/б 13.14 ± 1.89 37.83 ± 2.87 80.78 ± 10.58 80.79 ± 6.41 280.2 ± 29.1*

ХГЧ 50, в/б 17.04 ± 1.94 63.14 ± 5.88 96.95 ± 12.25 84.03 ± 10.69 341.1 ± 39.2*

ХГЧ 100, в/б 15.41 ± 2.23 79.39 ± 4.19 94.46 ± 6.36 89.29 ± 7.75 357.6 ± 21.6*
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Далее исследовали влияние TP03 и ХГЧ на экс-
прессию гена Lhr, кодирующего рецептор ЛГ, а
также на экспрессию генов Star, Cyp11a1, Cyp17a1,
Hsd3b и Hsd17b, кодирующих холестерин-транс-
портирующий StAR-белок, и стероидогенные фер-
менты – цитохромы Р450scc и Р450-17 и гидросте-
роиддегидрогеназы-3 и -17 соответственно. Бы-
ло выявлено не только различие между эффектами
TP03 и ХГЧ на экспрессию исследуемых генов, но
и влияние на них способа доставки препарата. Так,
TP03 при в/б введении повышал экспрессию гена

Lhr, а при п/к и пероральном введении практиче-
ски не влиял на нее. В то же время ХГЧ при обоих
исследованных способах доставки значимо снижал
экспрессию гена рецептора ЛГ (табл. 3). Все препа-
раты, хотя и в различной степени, повышали экс-
прессию гена Star, но различия с контролем были
статистически значимы только для обоих способов
введения ХГЧ и в/б введения TP03 (табл. 3). При
в/б введении TP03 повышал экспрессию гена
Cyp17a, а при п/к – экспрессию гена Hsd17b. При
пероральном способе введения, несмотря на выра-

Таблица 2. Уровни тестостерона до и через 1–5 ч после однократного внутрибрюшинного (20 мг/кг), подкожного
(20 мг/кг) и перорального (40 мг/кг) введения TP03 и однократного подкожного (20 МЕ/крысу) и внутрибрюшин-
ного (20 МЕ/крысу) введения ХГЧ самцам крыс Wistar

Примечание. a – различия с исходным уровнем тестостерона в соответствующей группе статистически значимы при p < 0.05; b –
различия между значением AUC1–5(ч) в группе с обработкой препаратами и таковым в соответствующем контроле статистически
значимы при p < 0 .05. n = 5. M ± SEM.

до Через 1 ч Через 3 ч Через 5 ч AUC1–5(ч)

К1, ДМСО, в/б 14.74 ± 0.87 17.52 ± 2.09 17.99 ± 1.76 16.66 ± 1.85 70.2 ± 5.9

TP03, в/б 14.21 ± 1.54 36.82 ± 2.87 a 65.57 ± 6.44 a 65.93 ± 4.30 a 233.9 ± 19.1 b

TP03, п/к 17.37 ± 2.40 18.23 ± 2.58 29.55 ± 2.49 a 32.74 ± 4.62 a 110.1 ± 9.4 b

TP03, пер 13.17 ± 2.11 15.62 ± 2.60 30.56 ± 3.04 a 38.79 ± 3.47 a 115.5 ± 11.0 b

К2, физ.р-р, п/к 15.55 ± 1.70 17.16 ± 2.17 16.53 ± 2.53 14.37 ± 2.16 64.6 ± 9.3

ХГЧ, п/к 13.61 ± 1.68 73.41 ± 5.96 a 118.26 ± 13.08 a 113.68 ± 10.91 a 423.6 ± 36.1 b

ХГЧ, в/б 14.96 ± 2.10 36.36 ± 6.13 a 88.34 ± 8.44 a 92.83 ± 8.67 a 305.9 ± 30.3 b

Рис. 1. Уровни тестостерона в крови (a) и значения AUC1–5(д) (b) при внутрибрюшинном, подкожном и пероральном вве-
дении TP03 и подкожном и внутрибрюшинном введении ХГЧ в течение пяти дней самцам крыс Wistar.
Обозначения: 1 – контроль-1, ДМСО, в/б; 2 – TP03, 20 мг/кг, в/б; 3 – TP03, 20 мг/кг, п/к; 4 – TP03, 40 мг/кг, перорально;
5 – контроль-2, физиологический раствор, п/к; 6 – ХГЧ, 20 МЕ/крысу, п/к; 7 – ХГЧ, 20 МЕ/крысу, в/б.
На рисунке 1b: a – различия между группами с обработкой препаратами и соответствующими контролями статистически
значимы при p < 0.05; b – различия между в/б и п/к введением статистически значимы при p < 0.05; с – различия между
в/б и пероральным введением статистически значимы при p < 0.05. n = 5. M ± SEM.
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женный стероидогенный эффект, ТП03 не оказы-
вал заметного влияния на экспрессию генов, коди-
рующих стероидогенные ферменты (табл. 3). При
п/к введении ХГЧ в среднем в 6 раз повышал экс-
прессию генов обоих цитохромов, в то время как
при в/б введении гонадотропин в значительной
степени повышал экспрессию гена Hsd17b и в
меньшей степени экспрессию генов Cyp11a и
Cyp17a (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные нами данные указывают на то, что

низкомолекулярный аллостерический агонист
TP03 в наибольшей степени повышает уровень те-
стостерона при его в/б введении самцам крыс, как
при однократном введении, так и в течение 5 дней.
П/к и пероральный способы введения в этом отно-
шении были менее эффективными, причем сни-
жался не только максимальный и суммарный
(AUC) стероидогенный эффект TP03, но и отмеча-
лась отставание, в сравнении с в/б введением, в ди-
намике развития этого эффекта. Причиной этого,
как мы полагаем, является то, что гидрофобный по
природе тиено[2,3-d]-пиримидин сравнительно
медленно поступает в кровь при п/к и пероральном
введении и в меньших количествах достигает ос-
новных мишеней своего действия – тестикулярных
клеток Лейдига, в которых осуществляются все
стадии синтеза тестостерона. Следует отметить,
что, несмотря на сниженную эффективность сте-
роидогенного эффекта TP03, пероральный спо-
соб введения имеет большие перспективы, по-
скольку позволяет избежать инъекционных спо-
собов введения препарата, что расширяет сферу
его применения в фармакологии. Устойчивость в
желудочно-кишечном тракте и способность вса-

сываться в кровь при пероральном введении явля-
ются значимыми преимуществами тиено[2,3-d]-
пиримидиновых производных перед гонадотропи-
нами, которые могут вводиться только инъекцион-
ным путем.

Как известно, ХГЧ широко применяют для ле-
чения гипогонадотропного гипогонадизма у муж-
чин [5] и индукции созревания ооцитов и обеспе-
чения поддержания лютеиновой фазы в ходе in vitro
фертилизации у женщин [20], причем вводят его
либо п/к, либо внутримышечно [15]. При осу-
ществлении контролируемой индукции овуляции
в последние годы также апробируют внутриматоч-
ное введение ХГЧ [21]. Несмотря на то что изна-
чально традиционным путем введения ХГЧ счита-
ли внутримышечные инъекции, п/к способ в на-
стоящее время считают предпочтительным,
поскольку он обеспечивает желаемый клиниче-
ский эффект с меньшими неудобствами для паци-
ента и не уступает внутримышечному по эффек-
тивности [15]. В/б введение ХГЧ в медицине не ис-
пользуют, но этот способ нашел применение при
изучении физиологических эффектов гонадотро-
пина в экспериментах на животных, в том числе
при исследовании его стероидогенного эффекта
[16–18], а также наиболее широко применяется для
введения низкомолекулярных агонистов рецепто-
ров гонадотропинов [8, 10, 11].

Нами показано, что при п/к введении ХГЧ его
стимулирующий эффект на уровень тестостерона
существенно превосходит таковой при в/б введе-
нии, о чем свидетельствуют более высокие значе-
ния AUC1–5(ч) и AUC1–5(д) и более выраженный мак-
симальный стероидогенный эффект гонадотропи-
на. При этом в случае п/к введения значимый
подъем уровня тестостерона отмечается уже через

Таблица 3. Экспрессия генов рецептора ЛГ и стероидогенных белков в семенниках самцов крыс после их обработки
с помощью TP03 и ХГЧ в течение пяти дней

Примечание. Образцы ткани взяты через 3 ч после последнего введения препаратов. a – различия между группами с обработкой
препаратами и соответствующими контролями статистически значимы при p < 0.05; b – различия между в/б введением ТП3 и п/к
или пероральным введением ТП03, а также между п/к и в/б введением ХГЧ статистически значимы при p < 0.05. n = 5. M ± SEM.

Lhr Star Cyp11a Hsd3b Cyp17a Hsd17b

К1, ДМСО, в/б 1.00 ± 0.12 1.03 ± 0.05 1.03 ± 0.08 1.04 ± 0.09 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.06

TP03, в/б 2.45 ± 0.39 a 3.38 ± 0.36 a 0.91 ± 0.11 0.92 ± 0.07 2.20 ± 0.30 a 1.26 ± 0.11

TP03, п/к 0.95 ± 0.22 b 1.69 ± 0.24 b 1.51 ± 0.20 0.98 ± 0.08 1.12 ± 0.16 b 2.16 ± 0.38 a

TP03, пер 1.36 ± 0.23 1.58 ± 0.22 b 1.05 ± 0.10 0.90 ± 0.06 1.25 ± 0.12 b 0.90 ± 0.06 b

К2, физ.р-р, п/к 1.05 ± 0.11 1.02 ± 0.09 1.14 ± 0.11 1.11 ± 0.11 0.95 ± 0.04 1.11 ± 0.12

ХГЧ, п/к 0.43 ± 0.10 a 2.82 ± 0.34 a 6.22 ± 0.77 a 1.61 ± 0.19 6.42 ± 0.59 a 0.67 ± 0.14 a

ХГЧ, в/б 0.30 ± 0.10 a 2.55 ± 0.33 a 2.47 ± 0.20 ab 1.54 ± 0.14 1.84 ± 0.30 ab 4.67 ± 0.51 ab
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1 ч после введения гонадотропина, составляя 57%
от такового через 3 ч после п/к введения. В то же
время как при в/б введении подъем уровня тесто-
стерона через 1 ч составляет всего 29% от такового
через 3 ч, что указывает на более медленное по-
ступление препарата к клеткам Лейдига (табл. 2).

Выявленные нами различия в динамике и эф-
фективности стероидогенного эффекта TP03 и
ХГЧ при различных способах введении ассоцииро-
ваны и с различиями их влияния на экспрессию
стероидогенных ферментов и рецептора ЛГ. Необ-
ходимо отметить, что такой сравнительный анализ
был проведен впервые как для низкомолекулярных
агонистов рецептора ЛГ, так и для ХГЧ. Поскольку
исследование проводили на 5-й день эксперимен-
та, после длительной активации рецептора ЛГ и
всей системы тестикулярного стероидогенеза, то
различия в экспрессии, как мы полагаем, могут
быть обусловлены не столько эффективностью
действия самих агонистов рецептора ЛГ, сколько
функционированием всей системы обратных свя-
зей, контролирующих экспрессию белков, вовле-
ченных в стероидогенез. В результате были выявле-
ны следующие факты.

Несмотря на то что в конце эксперимента уров-
ни тестостерона в крови крыс при их обработке
TP03 и ХГЧ были сопоставимыми, экспрессия ге-
на, кодирующего рецептор ЛГ, в семенниках жи-
вотных менялась разнонаправленно. В случае TP03
при всех способах введения она не снижалась, а
при в/б введении даже повышалась, в то время как
в случае п/к и в/б инъекций ХГЧ экспрессия гена
Lhr отчетливо снижалась. Эти данные указывают
на то, что одной из причин ослабления стероидо-
генного эффекта при длительном введении ХГЧ,
независимо от способа доставки препарата, явля-
ется снижение количества рецепторов ЛГ, и это
можно рассматривать как результат запуска систе-
мы отрицательных обратных связей, индуцирован-
ных как высокими концентрациями гонадотропи-
на, так и повышенным уровнем тестостерона [22].
TP03 не оказывает подобного эффекта, что во мно-
гом объясняет стабильность его стероидогенного
эффекта во времени. Ранее нами было показано,
что сохранение или даже усиление экспрессии ЛГ
является характерной чертой для различных тие-
но[2,3-d]-пиримидиновых производных при их
длительном в/б введении самцам крыс, и в норме,
и при патологии [19, 23, 24].

Транспортный белок StAR катализирует ско-
рость-лимитирующую стадию стероидогенеза –
перенос холестерина в митохондрии, где осуществ-
ляются начальные стадии синтеза стероидных гор-
монов [25]. При этом TP03 при в/б введении и ХГЧ
при обоих изученных способах введения в значи-
тельной степени стимулировали экспрессию гена
этого белка (табл. 3), что характерно для активато-

ров стероидогенеза. В случае п/к и перорального
введения TP03 стимулирующие эффекты этого
агониста на экспрессию гена Star были выражены
значительно слабее, и это было ассоциировано с
менее выраженными стимулирующим эффектом
TP03 на продукцию тестостерона (рис. 1, табл. 3).

Цитохромы Р450scc и Р450-17 катализируют
превращение холестерина в прегненолон (Р450scc)
и превращение прогестерона сначала в 17-окси-
прогестерон, а затем в андростендион (Р450-17)
[26]. Экспрессия генов, кодирующих эти цитохро-
мы, в значительной степени повышалась при пяти-
тидневном п/к введении ХГЧ, в то время как в/б
введение ХГЧ влияло на нее в существенно мень-
шей степени. Довольно неожиданным является
различие в соотношении экспрессии гена Cyp17a
цитохрома Р450-17 и гена Hsd17b дегидрогеназы
17, катализирующей заключительную стадию сте-
роидогенеза – превращение андростендиона в те-
стостерон, при различных способах введения ХГЧ.
Так, при п/к введении экспрессия Cyp17a повыша-
лась в шесть раз, а экспрессия Hsd17b, напротив,
имела тенденцию к снижению (соотношение зна-
чений RQ для Cyp17a/Hsd17b составило 9.58), в то
время как при в/б введении на фоне слабо выра-
женного повышения экспрессии Cyp17a отмечали
значительное повышение экспрессии Hsd17b (со-
отношение Cyp17a/Hsd17b составило 0.39). Такое
варьирование экспрессии, вероятно, обусловлено
различиями в динамике синтеза и накопления раз-
личных прекурсоров тестостерона в ходе длитель-
ной стимуляции стероидогенеза.

В отличие от ХГЧ, TP03 при всех вариантах вве-
дения сравнительно слабо влиял на экспрессию ге-
нов стероидогенных ферментов, и лишь в сравни-
тельно небольшой степени повышал экспрессию
гена Cyp17a цитохрома Р450-17 в случае в/б введе-
ния и гена дегидрогеназы 17 в случае п/к введе-
ния. Эти данные указывают на то, что TP03, обес-
печивая сравнимый с ХГЧ стероидогенный эф-
фект, не вызывает гиперактивации экспрессии
генов всех ключевых стероидогенных ферментов,
которая сохраняется на уровне, близком к таково-
му в контроле. Это свидетельствует о том, что по-
вышение продукции тестостерона, вызываемое
низкомолекулярным агонистом, обеспечивается
путем поддержания высокого уровня активности
стероидогенных ферментов и не требует повыше-
ния их экспрессии.

Нами показано, что в случае ХГЧ п/к способ
введения более предпочтителен в сравнении с в/б
введением, на что указывает более выраженный
стероидогенный эффект п/к введенного гонадо-
тропина. Выявленные различия, как мы полагаем,
обусловлены различной биодоступностью ХГЧ при
п/к и в/б введении и различиями в паттерне генной
экспрессии цитохрома Р450-17 и дегидрогеназы
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17, катализирующих заключительные стадии те-
стикулярного стероидогенеза. В случае гидрофоб-
ного по природе тиено[2,3-d]-пиримидинового
производного TP03, действующего на аллостери-
ческий сайт рецептора ЛГ, в/б введение оказалось
намного более эффективным, чем п/к и перораль-
ное введение. Это указывает на то, что интерес, с
точки зрения фармакологии, в случае TP03 могут
представлять в/б введение, а также пероральное,
как наиболее удобный и естественный способ до-
ставки лекарственных препаратов. Показано так-
же, что, в отличие от гонадотропина, обработка
животных с помощью TP03 приводит к устойчиво-
му во времени (при пятидневном введении) стеро-
идогенному эффекту, умеренно влияя на экспрес-
сию генов стероидогенеза и не снижая экспрессию
рецептора ЛГ в семенниках, что может свидетель-
ствовать в пользу сохранения чувствительности се-
менников к эндогенным гонадотропинам.
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A COMPARATIVE STUDY OF THE STEROIDOGENIC EFFECT 
OF 5-AMINO-N-tert-BUTYL-2-(METHYLTHIO)-

4-(3-(NICOTINAMIDO)PHENYL)THIENO[2,3-d]-PYRIMIDINE-
6-CARBOXAMIDE AND CHORIONIC GONADOTROPIN 

WITH DIFFERENT METHODS OF ADMINISTRATION TO MALE RATS
A. M. Stepochkinaa,b, A. A. Bakhtyukova, K. V. Derkacha,

V. N. Sorokoumova,b, and A. O. Shpakov a,#
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To correct androgen deficiency, it is necessary to develop a new luteinizing hormone receptor (LHR) agonists
and evaluate their steroidogenic effect with different duration and routes of administration in comparison with
human chorionic gonadotropin (hCG), the “gold” standard of steroidogenesis activators. The aim of the work
was to study the effect of the allosteric LHR agonist 5-amino-N-tert-butyl-2-(methylsulfanyl)-4-(3-(nicotin-
amido)phenyl)thieno[2,3-d]-pyrimidine-6-carboxamide (TP03) after a single-dose and five-day intraperitone-
al, subcutaneous and oral administration to male rats versus intraperitoneally or subcutaneously administered
hCG. Testosterone levels and gene expression of LHR and steroidogenic enzymes were investigated. The doses
of TP03 and hCG were preliminarily determined and subsequently used, causing 65−75% of the maximum ste-
roidogenic effect. The TP03 (20 mg/kg) stimulated testosterone production more effectively with one- or five-
day intraperitoneal administration than with subcutaneous and oral administration. Five-day intraperitoneal
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(but not subcutaneous) administration of TP03 increased the intra-testicular expression of the genes for LHR
and the cholesterol-transporting protein StAR, which catalyzes the rate-limiting stage of steroidogenesis. The
subcutaneous administration of hCG (20 IU/rat) was more effective than intraperitoneal administration, and
significantly increased the expression of the 17 dehydrogenase gene, which catalyzes the synthesis of andro-
stenedione. Both methods of hCG administration reduced the expression of the LHR gene. In contrast to hCG,
after five days of administration, the steroidogenic effect of TP03 persisted. It was concluded that the ste-
roidogenic effect of TP03 is most pronounced with intraperitoneal administration, and in the case of hCG, with
subcutaneous administration, which is due to differential effects of these drugs on the expression of steroidogenic
enzymes.

Keywords: testes, steroidogenesis, thienopyrimidine, chorionic gonadotropin, intraperitoneal administration,
subcutaneous administration, testosterone


