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Лютеинизирующий гормон (ЛГ) и хорионический гонадотропин человека (ХГЧ), связываясь с рецеп-
тором ЛГ/ХГЧ, активируют аденилатциклазную систему, регулирующую продукцию тестостерона (Т).
Длительное введение ЛГ и ХГЧ вызывает десенситизацию этой системы и ослабляет стероидогенный
ответ, вследствие чего ведется поиск новых агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ. Целью работы было изучить
в сравнении с ХГЧ стимулирующие эффекты ранее разработанных тиено-[2,3-d]пиримидинов TP03 и
TP04 и нового производного 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(4-аминопиримидин-5-карбоксами-
до)фенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (TP37) на активность аденилатцик-
лазы (АЦ) в тестикулярных мембранах крыс, на продукцию Т и экспрессию генов рецептора ЛГ/ХГЧ и
ключевых стероидогенных белков в семенниках при однократном и трехдневном введении самцам
крыс. ХГЧ повышал активность АЦ в тестикулярных мембранах более эффективно, чем тиено-[2,3-
d]пиримидины, а при однократном введении (50 и 100 МЕ/крысу) превосходил TP03 и TP04 (15–
50 мг/кг) по стероидогенному эффекту. При трехдневном введении стероидогенный эффект ХГЧ был
снижен в сравнении с TP03 и TP04. Через три дня обработки гонадотропином в семенниках была зна-
чительно повышена экспрессия генов, кодирующих StAR-белок и цитохром Р450scc, но подавлена экс-
прессия генов Lhr и Cyp17a1, кодирующих рецептор ЛГ/ХГЧ и цитохром Р450-17α. TP03 и TP04 в не-
большой степени повышали экспрессию гена StAR-белка, но слабо влияли на экспрессию других ге-
нов. Активное in vitro соединение TP37 после непродолжительной стимуляции продукции Т, в дозе
50 мг/кг подавляло стероидогенную функцию, что, вероятно, обусловлено его деградацией и способ-
ностью подавлять экспрессию гена Cyp17a1. Полученные данные указывают на значимые различия ме-
ханизмов действия гонадотропинов и тиено-[2,3-d]пиримидинов с активностью агонистов рецептора
ЛГ/ХГЧ на тестикулярный стероидогенез, а также на то, что длительное применение тиено-[2,3-d]пи-
римидинов для стимуляции продукции Т не приводит к ослаблению стероидогенеза и не вызывает ре-
зистентности к ЛГ.
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ВВЕДЕНИЕ
Основными регуляторами репродуктивной си-

стемы являются гонадотропины – лютеинизирую-
щий гормон (ЛГ) и его гомолог – хорионический
гонадотропин человека (ХГЧ), которые через по-
средство рецептора ЛГ/ХГЧ стимулируют продук-
цию половых стероидных гормонов в клетках Лей-
дига семенников и в фолликулярных клетках яич-
ников. Рецептор ЛГ/ХГЧ относится к семейству
сопряженных с G-белками рецепторов, семь раз
пронизывающих плазматическую мембрану. При
связывании с гонадотропинами он переходит в ак-

тивированное состояние, результатом чего являет-
ся стимуляция различных типов ГТФ-связываю-
щих белков – Gs-белков, опосредующих актива-
цию аденилатциклазы (АЦ), катализирующей
образование цАМФ, и Gq/11-белков, опосредую-
щих активацию фосфолипазы Сβ, катализирую-
щей образование инозитол-1,4,5-трифосфата и ди-
ацилглицерина. При активации фосфоинозитид-
ного пути повышается активность форбол-
чувствительных изоформ протеинкиназы С, воз-
растает уровень внутриклеточного Ca2+ и активи-
руются кальций-зависимые пути [1–3]. Длитель-
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ная активация рецептора ЛГ/ХГЧ приводит к за-
пуску β-аррестиновых каскадов, вызывающих как
стимуляцию каскада митогенактивируемых проте-
инкиназ, так и интернализацию лиганд-рецептор-
ных комплексов внутрь клетки, где они либо под-
вергаются деградации в протеасомах, либо после
диссоциации транслоцируются в плазматическую
мембрану [3, 4].

Низкая специфичность ЛГ и ХГЧ в отношении
внутриклеточных сигнальных каскадов и вызывае-
мая ими гиперактивация рецептора ЛГ/ХГЧ могут
стать причинами побочных эффектов и развития
резистентности к гонадотропинам [5–7]. Вслед-
ствие этого на протяжении последних лет ведется
поиск новых, селективных в отношении эффек-
торных белков агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ с уме-
ренной активностью, не вызывающих резистент-
ности к гонадотропинам. Наибольший интерес
среди них представляют низкомолекулярные аго-
нисты – производные тиено-[2,3-d]пиримидина
[8, 9]. Первое тиено-[2,3-d]пиримидиновое произ-
водное с активностью агониста рецептора ЛГ/ХГЧ,
соединение Org 43553, было разработано в 2002 г. и
в дальнейшем показало специфическую активность
в условиях in vitro и in vivo [10–12]. В отличие от гона-
дотропинов, которые связываются с высокоаффин-
ным ортостерическим сайтом, расположенным во
внеклеточном домене рецептора ЛГ/ХГЧ, тиено-
[2,3-d]пиримидины проникают в его трансмем-
бранный канал и связываются с расположенным
там аллостерическим сайтом. Вследствие этого го-
надотропины относят к ортостерическим агони-
стам, в то время как производные тиено-[2,3-d]пи-
римидина – к аллостерическим агонистам.

Нами ранее была синтезирована серия различа-
ющихся по структуре производных тиено-[2,3-
d]пиримидина, наделенных активностью аллосте-
рических агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ [13–16].
Одно из них, 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсуль-
фанил)-4-(3-(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]пи-
римидин-6-карбоксамид (соединение TP03), при
инкубации с плазматическими мембранами, выде-
ленными из семенников крыс, повышало в них ак-
тивность АЦ, ответственной за стимуляцию тести-
кулярного стероидогенеза, при инкубации с клет-
ками Лейдига усиливало продукцию тестостерона
(Т), а при пероральном и внутрибрюшинном вве-
дении самцам крыс повышало у них уровень Т в
крови и меняло экспрессию стероидогенных генов
в семенниках, в том числе в условиях сахарного
диабета [14–17]. Стимулирующее влияние TP03 на
активность АЦ и стероидогенез было выражено
слабее в сравнении с таковым ХГЧ, но при этом яв-
лялось более специфичным в отношении адени-
латциклазной системы и относительно слабо влия-
ло на экспрессию рецептора ЛГ/ХГЧ в семенни-
ках, обеспечивая сохранение чувствительности к
эндогенным гонадотропинам. При введении TP03
и ХГЧ самцам крыс были выявлены различия в их

влиянии на экспрессию стероидогенных генов [17].
Однако вопрос о том, являются ли различия в ис-
следуемых эффектах характерными для всех про-
изводных тиено-[2,3-d]пиримидинов или выяв-
ляются только в случае TP03, а также о том, как
продолжительность воздействия влияет на эти эф-
фекты, остается открытым. Не исследовано также
то, как соотносится величина стимулирующего эф-
фекта тиено-[2,3-d]пиримидинов на активность
АЦ в условиях in vitro и на продукцию Т in vivo с их
влиянием на интратестикулярную экспрессию ге-
нов, кодирующих рецептор ЛГ/ХГЧ и стероидо-
генные белки.

Цель работы состояла в сравнительном изуче-
нии стимулирующего влияния ХГЧ и производных
тиено-[2,3-d]пиримидина на активность АЦ в те-
стикулярных мембранах, на продукцию Т и экс-
прессию генов рецептора ЛГ/ХГЧ и ключевых сте-
роидогенных белков в семенниках самцов крыс
при однократном и трехдневном их введении. На-
ряду с соединениями TP03 и структурно близким
ему 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(1-метил-1Н-
пиразол-4-карбоксамидо)фенил)-2-(метилтио)ти-
ено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамидом (TP04),
было изучено впервые синтезированное нами со-
единение 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(4-ами-
нопиримидин-5-карбоксамидо)фенил)-2-(метил-
тио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид (TP37).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Для экспериментов использовали трехмесяч-

ных самцов крыс линии Wistar, которых содержали
на стандартном рационе со свободным доступом к
пище и воде. Все процедуры проводили в соответ-
ствии с правилами, разработанными и утвержден-
ными Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН
(15.02.2018 г.), правилами и требованиями, изло-
женными в документах “European Communities
Council Directive 1986” (86/609/EEC) и “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals”.

В экспериментах использовали креатинфосфат,
креатинфосфокиназу из мышц кролика, цАМФ,
АТФ производства фирмы “Sigma” (США), ХГЧ
производства Московского эндокринологического
завода (Россия), [α-32P]АТФ (150 ГБк/ммоль) про-
изводства “Изотоп” (Россия). Синтез тиено-
[2,3-d]пиримидинов – соединений TP03, TP04 и
TP37, осуществляли путем ацилирования 5-амино-
4-(3-аминофенил)-N-трет-бутил-2-(метилсульфа-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида, что
обеспечивало включение в целевую молекулу ва-
рьируемого функционального заместителя. Реак-
цию проводили в N,N-диметилформамиде с добав-
ками HATU и N,N-диизопропилэтиламина. Струк-
туру синтезированных производных тиено-[2,3-
d]пиримидина подтверждали с помощью протон-
ной ЯМР-спектроскопии (спектрометр Bruker
Avance III 400, “Bruker”, Германия) и масс-спек-
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трометрии (electrospray ionization – time of f light,
ESI-TOF, спектрометр micrOTOF, “Bruker”, Гер-
мания). Все используемые в ходе синтеза реагенты
были получены из фирмы “Sigma» (США).

В экспериментах in vivo производные тиено-
[2,3-d]пиримидина растворяли в диметилсульфок-
сиде (ДМСО) и вводили самцам крыс внутрибрю-
шинно, однократно, в дозах 15, 25 и 50 мг/кг или в
течение трех дней в суточных дозах 25 и 50 мг/кг.
В каждой экспериментальной группе было по
шесть животных. ХГЧ вводили подкожно в дозах 50
и 100 МЕ/крысу однократно или в течение трех
дней. Инъекции проводили в 11.00. Контрольным
животным вместо препаратов вводили ДМСО
в те же сроки и в том же объеме. Согласно ранее
полученным данным, введение ДМСО не влияет
на стероидогенез у самцов крыс [14]. При одно-
кратном введении уровень Т оценивали до (10.00) и
через 1, 3 и 5 ч (12.00, 14.00, 16.00) после введения
препаратов, при введении в течение трех дней – до
начала обработки и ежедневно через 3 ч после вве-
дения препаратов. Кровь для определения Т полу-
чали из хвостовой вены, используя местный наркоз
с помощью анестезии 2%-ным лидокаином (2–
4 мг/кг). Уровень Т определяли в нмоль/л с помо-
щью наборов “Тестостерон-ИФА” (“Алкор-Био”,
Россия), используя спектрофотометр Anthos
Absorbance Reader 2020 (“Anthos Labtec Instru-
ments”, Австрия).

Активность АЦ в плазматических мембранах,
выделяемых из семенников интактных крыс, опре-
деляли как описано ранее [13]. Образцы тканей се-
менников промывали 40 мМ Tris-HCl-буфером
(pH 7.4), содержащим 5 мМ MgCl2, 10% сахарозу и
ингибиторы протеаз (4°C), измельчали, гомогени-
зировали в 10 объемах того же буфера, гомогенат
центрифугировали (1500 g, 10 мин), полученный
супернатант отделяли и повторно центрифугиро-
вали (20000 g, 30 мин), осажденные мембраны ре-
суспендировали в буфере без сахарозы и использо-
вали для определения активности АЦ. Для этого
образцы мембран (50–100 мкг белка) инкубирова-
ли (37°С, 12 мин) в смеси, содержащей 50 мМ Tris-
HCl (pH 7.5), 5 мМ MgCl2, 0.1 мМ цАМФ, 1 мМ
АТФ, 37 КБк [α-32P]-АТФ, 20 мМ креатинфосфата,
0.2 мг/мл креатинфосфокиназы. Активность АЦ
оценивали по количеству цАМФ, генерируемого в
ходе ферментативной реакции, и выражали в
пмоль цАМФ/мин/мг белка. Тиено-[2,3-d]пири-
мидины растворяли в ДМСО, в контрольные про-
бы добавляли растворитель без исследуемых соеди-
нений, рассматривая активность фермента в них
как базальную.

Для изучения содержания мРНК в семенниках
крыс использовали ПЦР в реальном времени как
описано ранее [18], для чего с помощью реагента
ExtractRNA (“Евроген”, Россия) из тестикулярной
ткани выделяли тотальную РНК. Обратную транс-

крипцию осуществляли с помощью набора
MMLV RT Kit (“Евроген”, Россия). Количествен-
ную оценку экспрессии генов проводили с помо-
щью амплификатора 7500 Real-Time PCR System
(“Thermo Fisher Scientific Inc.”, США). Использо-
вали следующие праймеры: Lhr (рецептор ЛГ/ХГЧ) –
CTGCGCTGTCCTGGCC (For) и CGACCTCAT-
TAAGTCCCCTGAA (Rev); Star (StAR-белок) –
AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC (For) и CACCTG-
GCACCACCTTACTT (Rev); Cyp11a1 (цитохром
Р450scc) – TATTCCGCTTTGCCTTTGAG (For) и
CACGATCTCCTCCAACATCC (Rev); Cyp17a1 (ци-
тохром Р450-17α) – CATCCCCCACAAGGCTAAC
(For) и TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA (Rev). В
качестве референсных генов использовали гены β-
актина (Actb) – CTGGCACCACACCTTCTACA
(For) и AGGTCTCAAACATGATCTGGGT (Rev), и
глицеральдегидфосфатдегидрогеназы (Gapdh) –
GTGTTCCTACCCCCAATGTATCC (For) и GAT-
GTCATCATACTTGGCAGGTTT (Rev). Результаты
анализировали с помощью порогового метода ΔΔСt
и программного обеспечения 7500 Software v2.0.6 и
Expression Suite Software v1.0.3, значения RQ рас-
считывали по отношению к контролю.

Статистический анализ экспериментальных
данных проводили с помощью программы “Micro-
soft Office Excel 2007”. Нормальность распределе-
ния проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Для сравнения двух выборок с нормальным
распределением использовали t-критерий Стью-
дента, для сравнения трех групп – дисперсионный
анализ с поправкой Бонферрони. Статистически
значимыми считали отличия при уровне значимо-
сти p < 0.05. Данные представляли как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Базальная активность АЦ в тестикулярных мем-
бранах составила 24.3 ± 1.1 пмоль цАМФ/мин/мг
белка. ХГЧ (10–8 М) и исследуемые производные
тиено-[2,3-d]пиримидина (10–4 М) достоверно ее
повышали, причем стимулирующий АЦ эффект
TP03 превосходил таковые TP04 и TP37, и все эф-
фекты тиено-[2,3-d]пиримидинов в значительной
степени уступали стимулирующему АЦ эффекту
ХГЧ (рис. 1). Эти результаты указывают на способ-
ность исследуемых тиено-[2,3-d]пиримидинов,
подобно гонадотропинам, стимулировать актив-
ность аденилатциклазной сигнальной системы в
семенниках, ответственной за регуляцию стерои-
догенеза в клетках Лейдига.

Через 1–5 ч после однократного введения самцам
крыс соединений TP03 и TP04 в дозах 15–50 мг/кг
уровень Т в крови достоверно повышался (табл. 1).
Стероидогенные эффекты TP03 и TP04 были дозо-
зависимыми, причем в дозах 25 и 50 мг/кг они до-
стигали максимума через 3 ч, а затем начинали
снижаться. Эффект TP03 был более выражен в
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сравнении с таковым TP04 (табл. 1). Однако стати-
стически значимые различия выявлялись только
при использовании низкой дозы тиено-[2,3-d]пи-
римидинов – 15 мг/кг, на что указывает статисти-
чески значимое различие между значениями
AUC12.00–16.00 для этих групп животных (p < 0.05).
Стероидогенные эффекты ХГЧ были выражены в
большей степени, чем таковые TP03 и TP04. Так,
различия между эффектами ХГЧ и обоих тиено-
[2,3-d]пиримидинов были статистически значи-
мыми, за исключением групп животных, обрабо-
танных 50 МЕ/крысу ХГЧ и 50 мг/кг TP03, что ил-
люстрируют значения AUC12.00–16.00 (табл. 1). Дина-
мика изменения уровня Т при обработке крыс
соединением TP37 существенно отличалась от та-
ковой для TP03 и TP04. После повышения через 1 ч
после введения, в дальнейшем концентрация Т
снижалась до контрольных значений (табл. 1). Эти
данные демонстрируют, что TP03 и TP04, подобно

ХГЧ, обладают выраженным стероидогенным эф-
фектом при действии на семенники крыс, в то вре-
мя как TP37 в этом отношении не эффективно.

Поскольку при продолжительном введении сте-
роидогенные эффекты гонадотропинов с ЛГ-ак-
тивностью ослабляются, нами было изучено влия-
ние трехдневного введения тиено-[2,3-d]пирими-
динов и ХГЧ на уровни Т в крови крыс, а также на
экспрессию генов рецептора ЛГ/ХГЧ и стероидо-
генных белков в семенниках. Стимулирующий эф-
фект ХГЧ на продукцию Т снижался во второй и
третий дни его введения (табл. 2). Так, прирост
уровня Т во второй и третий дни введения ХГЧ в
дозе 100 МЕ/крысу составил 71 и 34% от такового в
первый день обработки (табл. 2). В отличие от ХГЧ,
динамика изменения стероидогенного эффекта
TP03 и TP04 была иной – этот эффект возрастал с
первого по третий дни обработки. Более того, в
третий день стероидогенные эффекты TP03 и TP04
были сходными и не зависели от дозы (табл. 2). Ес-
ли в первый день они уступали таковому ХГЧ, то в
третий день, напротив, его превышали. Так, в тре-
тий день стимулирующие эффекты TP03 и TP04
(50 мг/кг) на продукцию Т были на 213 и 189% выше,
чем соответствующие эффекты ХГЧ (100 МЕ/кры-
су). Значения AUC1-3 показывают, что продукция Т
в группах крыс, которых в течение 3 дней обраба-
тывали TP03 и TP04, не различается, но превышает
таковую в группе крыс с обработкой 50 МЕ/крысу
ХГЧ. В случае использования TP03 (50 мг/кг) отме-
чали более высокую продукцию Т, чем при исполь-
зовании ХГЧ (100 МЕ/крысу) (табл. 2). Обработка
крыс TP37 не только не повышала уровень Т, но в
третий день после введения препарата в дозе
50 мг/кг даже вызывала его снижение в сравнении
с контролем (табл. 2).

Таким образом, при трехдневном введении сте-
роидогенные эффекты ХГЧ снижались, соответ-
ствующие эффекты TP03 и TP04 усиливались, в то
время как TP37 заметного влияния на уровень Т не
оказывал, действуя в высокой дозе, как ингибитор
стероидогенеза. Через три дня введения ХГЧ в до-
зах 50 и 100 МЕ/крысу экспрессия гена Lhr, коди-
рующего рецептор ЛГ/ХГЧ, в семенниках крыс в
значительной степени подавлялась (рис. 2). Трех-
дневная обработка с помощью TP03 и TP37
(25 мг/кг) слабо влияла на экспрессию гена Lhr, в
то время как TP04 ее снижала, хотя и в меньшей
степени в сравнении с гонадотропином. Это ука-
зывает на значительное ослабление чувствительно-
сти семенников к агонистам рецептора ЛГ/ХГЧ
при обработке животных ХГЧ и на ее сохранение
(TP03 и TP37) или умеренное снижение (TP04) при
их обработке тиено-[2,3-d]пиримидинами.

Показано, что ХГЧ, TP03 и TP04 достоверно по-
вышают экспрессию гена Star, кодирующего белок
StAR, катализирующий транспорт холестерина в
митохондрии, причем эффект ХГЧ был выражен в

Рис. 1. Стимулирующий эффект ХГЧ и производных
тиено-[2,3-d]пиримидина на базальную активность АЦ
в тестикулярных мембранах крыс. ХГЧ взят в концен-
трации 10–8 М, TP03, TP04 и TP37 – в концентрации
10–4 М. a – различия по сравнению с базальной актив-
ностью АЦ статистически значимы при p < 0.05; b –
различия по сравнению с ХГЧ-стимулированной ак-
тивностью статистически значимы при p < 0.05; с – раз-
личия между активностью АЦ, стимулированной TP03,
и активностью фермента, стимулированной TP04 или
TP37, статистически значимы при p < 0.05. Значения
представлены как M ± SEM, n = 6.
Fig. 1. Stimulatory effect of hCG and thieno[2,3-d]pyrimi-
dine derivatives on basal AC activity in rat testicular mem-
branes. hCG is taken at a concentration of 10–8 M, TP03,
TP04 and TP37 at a concentration of 10–4 M. a – the differ-
ences versus basal AC activity are statistically significant at
p < 0.05; b – differences versus hCG-stimulated activity are
statistically significant at p < 0.05; с – differences between
TP03-stimulated AC activity and TP04- or TP37-stimulated
activity are statistically significant at p < 0.05. Values pre-
sented as M ± SEM, n = 6.
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Таблица 1. Уровни тестостерона до и после однократного введения ХГЧ в двух дозах (50 и 100 МЕ/крысу, подкожно)
и производных тиено-[2,3-d]пиримидина в трех дозах (15, 25 и 50 мг/кг, внутрибрюшинно) самцам крыс
Table 1. Testosterone levels before and after a single injection of hCG at two doses (50 and 100 IU/rat, SC) and thieno[2,3-
d]pyrimidine derivatives at three doses (15, 25 and 50 mg/kg, IP) to male rats

Примечание. Все препараты вводили в 11.00. a – различия по сравнению с начальным базовым уровнем Т статистически значимы
при p < 0.05; b – различия значений AUC12.00–16.00 по сравнению с контролем статистически значимы при p < 0.05; c,d – различия
значений AUC12.00–16.00 по сравнению с группами, обработанными ХГЧ в дозах 50 и 100 МЕ/крысу, соответственно, статистиче-
ски значимы при p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, n=6.
Note. All drugs were injected at 11.00. a – differences versus the baseline T are statistically significant at p < 0.05; b – differences in
AUC12.00–16.00 values versus control are statistically significant at p < 0.05; c,d – differences in AUC12.00-16.00 values versus the groups treated
with hCG at doses of 50 and 100 IU/rat, respectively, are statistically significant at p < 0.05. Values presented as M ± SEM, n = 6.

До введения/Before 
treatment, 10.00

Через 1 ч/
After 1 h, 12.00

Через 3 ч/
After 3 h, 14.00

Через 5 ч/
After 5 h, 16.00

AUC12.00–16.00,
усл. ед./arb. units

Контроль/control 16.2 ± 2.4 16.7 ± 2.5 13.1 ± 2.2 15.4 ± 4.3 58.3 ± 7.8
ХГЧ, 50МЕ/крысу/hCG, 50 IU/rat 14.2 ± 2.2 58.2 ± 7.4a 115.7 ± 12.2a 89.9 ± 9.1a 379.6 ± 31.1b

ХГЧ, 100 МЕ/крысу/hCG, 100 IU/rat 18.9 ± 1.3 71.2 ± 8.3a 153.5 ± 17.9a 110.3 ± 11.6a 488.5 ± 44.1b

TP03, 15 мг/кг/TP03, 15 mg/kg 14.1 ± 2.7 36.6 ± 2.5a 65.2 ± 2.6a 63.2 ± 1.1a 230.3 ± 6.4b,c,d

TP03, 25 мг/кг/TP03, 25 mg/kg 12.7 ± 2.3 35.6 ± 3.4a 87.1 ± 4.2a 65.9 ± 1.2a 275.7 ± 7.0b,c,d

TP03, 50 мг/кг/TP03, 50 mg/kg 11.0 ± 1.4 38.9 ± 2.7a 106.2 ± 6.3a 77.0 ± 5.5a 328.4 ± 11.6b,d

TP04, 15 мг/кг/TP04, 15 mg/kg 15.1 ± 2.8 18.3 ± 2.4 40.3 ± 2.2a 46.5 ± 6.2a 145.4 ± 7.2b,c,d

TP04, 25 мг/кг/TP04, 25 mg/kg 17.0 ± 4.1 35.0 ± 5.8 75.6 ± 5.5a 60.4 ± 7.0a 246.5 ± 16.1b,c,d

TP04, 50 мг/кг/TP04, 50 mg/kg 14.1 ± 3.1 34.1 ± 7.4 84.0 ± 9.3a 63.6 ± 8.1a 265.6 ± 25.2b,c,d

TP37, 15 мг/кг/TP37, 15 mg/kg 17.7 ± 4.3 35.2 ± 2.9a 14.5 ± 1.9 12.3 ± 1.6 76.6 ± 6.2c,d

TP37, 25 мг/кг/TP37, 25 mg/kg 20.2 ± 1.6 39.9 ± 3.5a 17.6 ± 3.5 16.2 ± 4.1 91.2 ± 13.8c,d

TP37, 50 мг/кг/TP37, 50 mg/kg 14.7 ± 2.6 32.0 ± 3.9a 14.9 ± 1.7 11.2 ± 1.8 73.1 ± 6.1c,d

Таблица 2. Динамика изменения уровней тестостерона при трехдневном введении ХГЧ в суточных дозах 50 и
100 МЕ/крысу (подкожно) и тиено-[2,3-d]пиримидиновых производных в суточных дозах 25 и 50 мг/кг (внутрибрю-
шинно) самцам крыс.
Table 2. Dynamics of testosterone levels during a 3-day administration of hCG at daily doses of 50 and 100 IU/rat (SC) and
thieno[2,3-d]pyrimidine derivatives at daily doses of 25 and 50 mg/kg (IP) to male rats.

Примечание. Препараты вводили в 11.00, уровни Т оценивали через 3 ч (в 14.00). a – различия по сравнению с уровнем Т до начала
обработки (0-й день) статистически значимы при p < 0.05; b – различия по сравнению с AUC1–3 в контрольной группе статисти-
чески значимы при p < 0.05; c,d – различия значений AUC12.00–16.00 по сравнению с группами, обработанными ХГЧ в дозах 50 и
100 МЕ/крысу, соответственно, статистически значимы при p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, n = 6.
Note. All drugs were injected at 11.00; T levels were evaluated after 3 h (at 14.00). a – differences versus the T level before treatment (day 0)
are statistically significant at p < 0.05; b – differences versus AUC1–3 values in the control group are statistically significant at p < 0.05; c,d –
differences in AUC12.00−16.00 values versus groups treated with hCG at doses of 50 and 100 IU/rat, respectively, are statistically significant at
p < 0.05. Values presented as M ± SEM, n = 6.

0-й день/day 0 1-й день/day 1 2-й день/day 2 3-й день/day 3
AUC1–3,

усл. ед./ arb. units

Контроль/Control 13.7 ± 2.6 12.8 ± 2.6 12.0 ± 2.8 14.4 ± 4.4 25.6 ± 4.7
ХГЧ, 50 МЕ/крысу/hCG, 50 IU/rat 8.9 ± 1.9 108.9 ± 18.6a 87.3 ± 14.6a 68.4 ± 13.3a 176.0 ± 7.1b

ХГЧ, 100 МЕ/крысу/hCG, 100 IU/rat 16.7 ± 4.2 150.2 ± 25.8a 109.4 ± 22.0a 60.6 ± 10.0a 214.8 ± 11.2b

TP03, 25 мг/кг/TP03, 25 mg/kg 13.9 ± 2.9 89.9 ± 14.7a 146.3 ± 26.0a 158.0 ± 27.2a 270.2 ± 20.5b,c

TP03, 50 мг/кг/TP03, 50 mg/kg 11.2 ± 2.3 102.4 ± 19.4a 145.3 ± 24.7a 159.3 ± 24.9a 276.1 ± 10.6b,c,d

TP04, 25 мг/кг/TP04, 25 mg/kg 15.2 ± 3.0 67.3 ± 10.9a 129.6 ± 21.4a 152.6 ± 28.6a 239.5 ± 17.1b,c

TP04, 50 мг/кг/TP04, 50 mg/kg 11.5 ± 2.0 77.6 ± 14.6a 140.3 ± 25.7a 148.1 ± 25.5a 253.1 ± 18.5b,c

TP37, 25 мг/кг/TP37, 25 mg/kg 16.5 ± 2.6 20.8 ± 3.8 18.2 ± 4.2 12.8 ± 3.2 35.0 ± 2.6c,d

TP37, 50 мг/кг/TP37, 50 mg/kg 14.1 ± 3.3 16.3 ± 3.3 16.5 ± 3.1 5.9 ± 0.5a 27.6 ± 2.8c,d
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существенно большей степени. Соединение TP37
не влияло на экспрессию Star, что согласуется с от-
сутствием у него стероидогенного эффекта (рис. 2).
Гонадотропин в обеих исследуемых дозах стимули-
ровал экспрессию гена Cyp11a1, кодирующего ци-
тохром Р450scc, катализирующий синтез прегнено-
лона из холестерина, и ингибировал экспрессию
гена Cyp17a1, кодирующего цитохром Р450-17α,
катализирующий синтез 17-гидроксипрогестерона
и андростендиона из прогестерона (рис. 2). В отли-
чие от ХГЧ, TP03 и TP04 существенно не влияли на
экспрессию генов цитохромов. Соединение TP37,
как и ХГЧ, снижало экспрессию гена Cyp17a1
(рис. 2). Таким образом, несмотря на более выра-
женный в сравнении с ХГЧ стероидогенный эф-
фект, TP03 и TP04 умеренно стимулировали (Star)
или слабо влияли (Cyp11a1, Cyp17a1) на экспрес-
сию стероидогенных генов, в то время как ХГЧ от-
четливо ее стимулировал (Star, Cyp11a1) или, на-
против, ингибировал (Cyp17a1), что указывает на
различия в механизмах действия гонадотропинов и
тиено-[2,3-d]пиримидинов на систему стероидоге-
неза. При этом имеются различия между влиянием
на экспрессию стероидогенных генов между разли-
чающимися по структуре тиено-[2,3-d]пиримиди-
нами, как это показано на примере TP37.

ОБСУЖДЕНИЕ

Активация гонадотропинами аденилатциклаз-
ной системы в клетках Лейдига является основным
механизмом запуска тестикулярного стероидоге-
неза. Полученные нами данные укладываются в
эту парадигму, хотя и с определенными ограниче-
ниями. Так, ХГЧ и все исследуемые тиено-[2,3-
d]пиримидины при действии на тестикулярные
мембраны, в которых локализованы начальные
звенья аденилатциклазной системы – рецептор
ЛГ/ХГЧ, гетеротримерный Gs-белок и фермент
АЦ, стимулировали базальную активность АЦ, ка-
талитического компонента этой системы. Нами
показано, что стимулирующий АЦ эффект ХГЧ в
насыщающей концентрации 10–8 М в среднем в 3–
4 раза превосходил соответствующие эффекты
TP03 и TP04, взятых в концентрации 10–4 М, обес-
печивающей, как показано нами ранее, макси-
мальную стимуляцию АЦ [14]. Это согласуется с
тем, что стероидогенный эффект ХГЧ при его од-
нократном введении самцам крыс был выше, чем
таковой тиено-[2,3-d]пиримидинов TP03 и TP04,
хотя различия в условиях in vivo были менее значи-
мыми. Это обусловлено тем, что система обратных
отрицательных связей, которая запускается на
уровне клеток Лейдига и гонадной оси в условиях
in vivo и модулирует стимулирующие эффекты аго-

Рис. 2. Влияние трехдневного введения ХГЧ и производных тиено-[2,3-d]пиримидина самцам крыс на экспрессию в се-
менниках генов, кодирующих рецептор ЛГ/ХГЧ и стероидогенные белки.
Fig. 2. Effect of a 3-day administration of hCG and thieno[2,3-d]pyrimidine derivatives to male rats on testicular expression genes
encoding LH/hCG receptor and steroidogenic proteins.
1 – контроль; 2 – ХГЧ, 50 МЕ/крысу; 3 – ХГЧ, 100 МЕ/крысу; 4 – TP03, 25 мг/кг; 5 – TP04, 25 мг/кг; 6 – TP37, 25 мг/кг.
a – различия по сравнению с контрольной группой статистически значимы при p < 0.05; b, c – различия по сравнению
с группами, обработанными ХГЧ в дозах 50 или 100 МЕ/крысу, соответственно, статистически значимы при p < 0.05;
d – различия между группами, обработанными TP03 и TP37, статистически значимы при p < 0.05. Значения представлены
как M ± SEM, n = 6.
1 – control; 2 – hCG, 50 IU/rat; 3 – hCG, 100 IU/rat; 4 – TP03, 25 mg/kg; 5 – TP04, 25 mg/kg; 6 – TP37, 25 mg/kg. a – differ-
ences versus the control group are statistically significant at p < 0.05; b, c – differences versus the groups treated with hCG at doses of
50 or 100 IU/rat, respectively, are statistically significant at p < 0.05; d – differences between the groups treated with TP03 and TP37
are statistically significant at p < 0.05. Values presented as M ± SEM, n = 6.
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нистов рецептора ЛГ/ХГЧ на стероидогенез, не
функционирует в тестикулярных мембранах [2, 3,
19]. Другими словами, в тестикулярных мембранах
наблюдается “чистый” эффект агонистов рецепто-
ра ЛГ/ХГЧ на стимулирующую стероидогенез аде-
нилатциклазную систему.

Соединение TP37, которое по АЦ эффекту было
сопоставимым с TP03 и TP04, при введении сам-
цам крыс повышало продукцию Т через 1 ч, после
чего его стероидогенный эффект затухал (табл. 1).
Это указывает на то, что в условиях in vivo может
происходить быстрая деградация молекулы TP37. В
отличие от TP03 и TP04, TP37 имеет свободную,
высоко реакционноспособную аминогруппу в чет-
вертом положении пиримидинового кольца в ва-
рьируемой части тиено-[2,3-d]пиримидина. Эта
группа является подходящей мишенью для микро-
сомальных аминооксидаз, тем более что имеются
данные о высокой реакционной способности ами-
ногруппы в 4-аминопиримидинах, которая легко
подвергается окислению и другим модификациям
[20]. Следует отметить, что 4-аминопиримидин яв-
ляется частью тиаминдифосфата, кофактора для
ряда ферментов, включая пируватдекарбоксилазу.
В ходе ферментативных реакций 4-аминопирими-
дина подвергается не только таутомеризации, но и
необратимым структурным изменениям [21]. Мы
полагаем, что в результате деградации TP37 гене-
рируются производные, наделенные активностью
антагонистов или инверсионных агонистов рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ. В пользу этого свидетельствует то,
что при трехдневном введении крысам соединения
TP37 (50 мг/кг) уровень Т у них снижался ниже
контрольных значений (табл. 2). Необходимо от-
метить, что изменение паттерна активности низко-
молекулярных регуляторов G-белок-сопряженных
рецепторов вследствие биодеградации этих регуля-
торов является распространенным явлением. Так,
например, в процессе моногидроксилирования со-
единения VU0403602 с активностью положитель-
ного аллостерического модулятора метаботропно-
го глутаматного рецептора 5-го типа, вызываемого
цитохромом P450, генерируются его производные с
активностью агонистов, что приводит к судорогам
и другим побочным эффектам при введении
VU0403602 крысам [22].

Изучение динамики стероидогенного эффекта
ХГЧ показало, что при его однократном введении
после достижения максимума через 3 ч этот эффект
снижается через 5 ч, а при трехдневном введении
ослабевает во второй день и, в еще большей степе-
ни, в третий день обработки (табл. 1, 2). Стероидо-
генные эффекты TP03 и TP04, используемых в до-
зах 25 и 50 мг/кг, имели сходную с ХГЧ динамику в
течение первых 5 ч после их однократного введе-
ния крысам, с максимумом через 3 ч. В то же время
динамика стероидогенных эффектов гонадотропи-
на и тиено-[2,3-d]пиримидинов при трехдневном
введении существенно различалась. Эффекты

TP03 и TP04 во второй и третий дни были выше,
чем в первый день, и начинали превышать таковой
ХГЧ (табл. 2). Причинами ослабления стероидо-
генного эффекта ХГЧ могут быть показанные нами
снижение, в среднем в 7 раз, экспрессии гена Lhr,
кодирующего рецептор ЛГ/ХГЧ, что должно
ослаблять ответ семенников на гонадотропины, и
снижение экспрессии гена Cyp17a1, кодирующего
цитохром Р450-17α, что должно приводить к
ослаблению заключительных стадий стероидоге-
неза, поскольку цитохром Р450-17α катализирует
сразу две ферментативные реакции – превращение
прогестерона в 17α-гидроксипрогестерон и кон-
версию 17α-гидроксипрогестерона в андростенди-
он, предшественник Т.

Еще на рубеже 1970–1980-х годов было установ-
лено, что длительное воздействие ЛГ и ХГЧ на
клетки Лейдига в условиях in vitro и in vivo снижает
количество функционально активных рецепторов
ЛГ/ХГЧ и ослабляет ответ АЦ на стимуляцию гона-
дотропинами [23–25]. Через три дня после инъек-
ции самцам крыс 75 МЕ ХГЧ содержание рецепто-
ров ЛГ/ХГЧ в семенниках животных снижалось до
5–10% от контрольного уровня [23]. В дальнейшем
было установлено, что важную роль в снижении
чувствительности клеток Лейдига к гонадотропи-
нам и в ослаблении стероидогенного ответа играют
изменения распределения рецепторов ЛГ/ХГЧ во
внутриклеточных компартментах [26, 27]. В клини-
ческих исследованиях было показано, что длитель-
ное введение гонадотропинов вызывает образова-
ние вторичных антител, что приводит к аутоим-
мунному ингибированию рецепторов ЛГ/ХГЧ в
семенниках и снижению стероидогенного ответа, а
также способно нарушать функционирование щи-
товидной железы, блокируя рецепторы тиреотроп-
ного гормона, структурно близкие рецепторам
ЛГ/ХГЧ [28, 29].

Снижение экспрессии и активности цитохрома
Р450-17α приводит к острому дефициту андроге-
нов, что обусловлено, как отмечалось выше, его
ключевой ролью в тестикулярном стероидогенезе.
В настоящее время ингибиторы цитохрома Р450-
17α, наделенные антиандрогенной активностью,
используются для лечения рака предстательной
железы и других андроген-зависимых опухолей
[30, 31]. В основе вызываемого острым иммобилиза-
ционным стрессом дефицита Т лежит ингибирова-
ние активности цитохрома Р450-17α в семенниках,
сопровождаемое накоплением в них прогестерона и
значительным снижением интратестикулярного
уровня 17α-гидроксипрогестерона и Т [32]. В экс-
периментах по многократному введению ХГЧ па-
циентам и экспериментальным животным было про-
демонстрировано ингибирующее воздействие такой
обработки на активность цитохрома Р450-17α, в том
числе при повторной инъекции высокой дозы ХГЧ
[33, 34]. В то же время однократное введение ХГЧ
через 2 ч приводило к повышению активности ци-
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тохрома Р450-17α в семенниках крыс, но в даль-
нейшем вызывало снижение активности этого
фермента [33]. В пользу подавления стимулирую-
щего эффекта гонадотропинов на активность и
экспрессию цитохрома Р450-17α через 6 ч после
обработки свидетельствуют и результаты изучения
стероидогенного эффекта ХГЧ в яичниках крысы
[35, 36].

Нами выявлено снижение экспрессии гена
Cyp17a1 не только при введении крысам ХГЧ в те-
чение трех дней, но и при введении им TP37. Одна-
ко если в первом случае отмечали ослабление экс-
прессии стероидогенных генов, но уровень Т в кро-
ви оставался повышенным, то при использовании
TP37 уровень Т не превышал контрольных значе-
ний. При этом экспрессия гена Cyp17a1 в группах,
обработанных TP03 и TP04, не отличалась от тако-
вой в контроле, что указывает на отсутствие нега-
тивного влияния на нее длительной обработки жи-
вотных этими соединениями (рис. 2).

В семенниках крыс с трехдневным введением
ХГЧ, наряду со снижением экспрессии Cyp17a1,
многократно повышалась экспрессия генов, коди-
рующих белок StAR и цитохром Р450scc, ответ-
ственные за начальные стадии стероидогенеза.
Важно отметить, что повышение экспрессии белка
StAR, как правило, положительно коррелирует со
способностью агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ повы-
шать продукцию Т [2]. Однако соединения TP03 и
TP04, которые в третий день в сравнении с ХГЧ
имели более выраженный стероидогенный эф-
фект, лишь в небольшой степени повышали экс-
прессию Star и не влияли на экспрессию цитохро-
мов. Поскольку TP03 и TP04, в отличие от ХГЧ, не
подавляют экспрессию цитохрома Р450–17α, ката-
лизирующего заключительные стадии стероидоге-
неза, то, как можно полагать, умеренная стимуля-
ция экспрессии белка StAR оказывается достаточ-
ной для обеспечения высокой интенсивности
синтеза Т при действии на семенники этих тиено-
[2,3-d]пиримидинов. Наиболее вероятной причи-
ной этого является более высокая избирательность
действия тиено-[2,3-d]пиримидинов по отноше-
нию к аденилатциклазной сигнальной системе и их
слабое влияние на фосфоинозитидный и β-арре-
стиновый пути, как это было ранее показано нами
для TP03 и другими авторами для структурно близ-
кого ему соединения Org43553 [11, 15]. Стимуля-
ция экспрессии белка StAR и цитохрома Р450scc
осуществляется в основном вследствие cross-talk
между цАМФ-зависимыми и фосфоинозитидны-
ми путями и каскадом митогенактивируемых про-
теинкиназ [37, 38]. Поскольку тиено-[2,3-d]пири-
мидины слабо влияют на фосфолипазу Сβ, фор-
бол-чувствительные изоформы протеинкиназы С
и ERK1/2-киназы, то регуляторные эффекты TP03
и TP04 на экспрессию стероидогенных генов реа-
лизуются преимущественно через цАМФ-зависи-

мые механизмы и не приводят к гиперстимуляции
экспрессии Star и Cyp11a1, как это происходит при
действии ХГЧ. Известно, что активация гонадо-
тропинами фосфоинозитидного пути и ERK1/2-
киназ подавляет экспрессию и активность цито-
хрома Р450-17α и приводит к накоплению проге-
стерона в стероидогенных клетках [39]. В нашем
случае при длительном воздействии ХГЧ также от-
мечаются снижение экспрессии гена Cyp17a1 и
ослабление ХГЧ-стимулированной продукции Т.

Таким образом, нами впервые показано, что
при однократном введении ХГЧ превосходит по
стероидогенному эффекту тиено-[2,3-d]пирими-
дины TP03 и TP04 с активностью аллостерических
агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ, в то время как при
трехдневном введении эффект ХГЧ, напротив,
уступает таковому TP03 и TP04. Это обусловлено
различиями в паттерне регуляции экспрессии ге-
нов, кодирующих рецептор ЛГ/ХГЧ и стероидо-
генные белки, в семенниках крыс при их длитель-
ной обработке ХГЧ и тиено-[2,3-d]пиримидинами.
Ослабление стероидогенного эффекта ХГЧ обуслов-
лено ингибированием экспрессии генов рецептора
ЛГ/ХГЧ и ключевого фермента стероидогенеза ци-
тохрома Р450-17α, в то время как TP03 и TP04 на
эти показатели заметного влияния не оказывают.
Тиено-[2,3-d]пиримидиновое производное TP37,
сопоставимое по способности активировать АЦ с
соединениями TP03 и TP04, в условиях in vivo не
только быстро теряло способность стимулировать
тестикулярный стероидогенез, но при трехдневном
введении в дозе 50 мг/кг снижало продукцию Т.
Это может быть обусловлено деградацией TP37,
приводящей к генерации соединений с антаго-
нистической активностью по отношению к ре-
цептору ЛГ/ХГЧ, способных подавлять экспрес-
сию цитохрома Р450-17α. Полученные данные
свидетельствуют о возможности длительного при-
менения тиено-[2,3-d]пиримидиновых производ-
ных для стимуляции стероидогенеза, без ослабле-
ния стероидогенной функции и развития рези-
стентности семенников к гонадотропинам. При
этом, однако, нужно учитывать возможность де-
градации активных in vitro тиено-[2,3-d]пиримиди-
нов, что может привести не только к их инактива-
ции, но и к генерации соединений, ингибиторов
тестикулярного стероидогенеза.
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Luteinizing hormone (LH) and human chorionic gonadotropin (hCG), due to binding to the LH/hCG receptor,
activate the adenylyl cyclase (AC) system which regulates testosterone (T) production. Long-term administration
of LH and hCG causes desensitization of this system and attenuates the steroidogenic response, thereby neces-
sitating the search for new agonists of LH/hCG receptor. The aim of the work was to study, as compared to hCG,
stimulatory effects of the previously developed thieno[2,3-d]pyrimidines, TP03 and TP04, and new derivative,
5-amino-N-(tert-butyl)-4-(3-(4-aminopyrimidine-5-carboxamido)phenyl)-2-(methylthio)thieno[2,3-d]py-
rimidine-6-carboxamide (TP37), on AC activity in rat testicular membranes, as well as on T production and gene
expression of the LH/hCG receptor and key testicular steroidogenic proteins under conditions of a single and 3-
day administration to male rats. hCG increased AC activity in testicular membranes more efficiently compared
to thieno[2,3-d]pyrimidines, and after a single injection (50 and 100 IU/rat) was superior to TP03 and TP04
(15−50 mg/kg) in its steroidogenic effect. After a 3-day administration (a single injection a day), the steroidogen-
ic effect of hCG was attenuated compared to that for TP03 and TP04. After 3 days of treatment with gonadotro-
pin, testicular expression of genes encoding the StAR protein and cytochrome P450scc was considerably in-
creased, but expression of the Lhr and Cyp17a1 genes encoding LH/hCG receptor and cytochrome P450-17α
was suppressed. TP03 and TP04 slightly increased StAR gene expression but did not affect expression of other
genes. TP37, which was active in vitro, after a short stimulation of T production, suppressed the steroidogenic
function at a dose of 50 mg/kg, probably due to its degradation and the ability to suppress Cyp17a1 gene expres-
sion. Our data indicate significant differences in the mechanisms underlying the effect of gonadotropins and
thieno[2,3-d]pyrimidines with an activity of LH/hCG receptor agonists on testicular steroidogenesis. We also
demonstrate that long-term administration of thieno[2,3-d]pyrimidines to stimulate T production does not at-
tenuate steroidogenesis and induces no LH resistance.

Keywords: luteinizing hormone receptor, low molecular weight agonist, steroidogenesis, testosterone, ste-
roidogenic enzyme




