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Аутоиммунный гипертиреоз (болезнь Грейвса), причиной которого являются стиму-
лирующие аутоантитела к рецептору тиреотропного гормона (ТТГ), и опухоли щи-
товидной железы, обусловленные конститутивно повышенной активностью этого 
рецептора, имеют широкое распространение и неблагоприятный прогноз. Препара-
ты, используемые для их лечения, малоэффективны и имеют множество побочных 
эффектов. Одним из подходов для лечения этих заболеваний может стать приме-
нение аллостерических регуляторов рецептора ТТГ с активностью инверсионных 
агонистов. Цель работы состояла в изучении эффектов ранее разработанного нами 
соединения TP48 и нового соединения TPY5, относящихся к классу тиено[2,3-d]-
пиримидинов, на базальные и стимулированные тиролиберином (TRH) уровни 
тиреоидных гормонов (ТГ) в крови крыс и на экспрессию генов, ответственных за 
синтез ТГ в щитовидной железе. Эффективность TP48 и TPY5 изучали как при вну-
трибрюшинном (в/б, 20 мг/кг), так и при пероральном (40 мг/кг) введении. С по-
мощью иммуноферментного анализа оценивали уровни свободного (fT4) и общего 
(tT4) тироксина и свободного (fT3) и общего (tT3) трийодтиронина в крови, в том 
числе при стимуляции TRH (интраназально, 300 мкг/кг), с помощью ПЦР – экспрес-
сию генов тиреопероксидазы (Tpo), тиреоглобулина (Tg), Na+/I–-симпортера (Nis), 
дейодиназы 2-го типа (Dio2) и рецептора ТТГ (Tshr) в щитовидной железе. TPY5 
при обоих способах введения снижал как базальные, так и стимулированные TRH 
уровни ТГ, в то время как TP48 подавлял продукцию ТГ только при в/б введении. 
Перорально вводимый TPY5 в значительной степени снижал базальную экспрессию 
гена Tpo и TRH-стимулированную экспрессию генов Tg и Dio2. Внутрибрюшинно 
вводимый TP48 снижал только TRH-стимулированную экспрессию генов Tg и Dio2. 
Достаточно неожиданно, что TPY5 (перорально) и TP48 (в/б) снижали базальную 
экспрессию гена Tshr и не предотвращали ее ингибирование, вызываемое TRH. Тем 
самым разработанное нами соединение TPY5 наделено активностью инверсионного 
агониста рецептора ТТГ, эффективно при пероральном способе доставки, который 
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в большей степени востребован в медицине, и может рассматриваться как прототип 
фармакологических препаратов для лечения аутоиммунного гипертиреоза и опухо-
лей щитовидной железы. 

Ключевые слова: рецептор тиреотропного гормона, инверсионный агонист, аллосте-
рический регулятор, тиенопиримидин, тироксин, тиролиберин.

DOI: 10.31857/S0869813924010078, EDN: WJZCXE

ВВЕДЕНИЕ

Нарушения функций щитовидной железы в настоящее время имеют широкое рас-
пространение, вызывают большое число осложнений со стороны нервной, эндокринной, 
сердечно-сосудистой и других систем организма, приводят к инвалидизации и прежде-
временной смерти пациентов, вследствие чего поиск эффективных путей для их лечения 
является одной из актуальных проблем современной медицины [1, 2]. Для коррекции 
гипотиреоидных состояний, в том числе аутоиммунного тиреоидита, наиболее часто 
применяют заместительную терапию препаратами тиреоидных гормонов (ТГ), которая 
обычно хорошо переносится пациентами [3]. В то же время антитиреоидные препараты, 
в том числе наиболее широко применяемые в клинике производные тионамидов (мерка-
золил, метилтиоурацил и др.), которые используются для предотвращения тиреотокси-
коза при аутоиммунном тиреоидите (болезни Грейвса), не столь эффективны и приводят 
к ряду серьезных побочных эффектов [4]. Вследствие этого для лечения такой тирео-
идной патологии часто прибегают к терапии радиоактивным йодом и хирургическим 
вмешательствам [5]. Не менее острую проблему представляет лечение токсических аде-
ном и опухолей щитовидной железы, причиной которых являются активирующие му-
тации в рецепторе тиреотропного гормона (ТТГ). Эти мутации вызывают значительное 
повышение базальной активности рецептора и делает его нечувствительным к регуля-
ции эндогенным ТТГ. Для лечения аденом и опухолей щитовидной железы, практически 
безальтернативно, используют радиоизотопные и хирургические методы, которые несут 
в себе серьезные риски для здоровья пациентов [6, 7]. 

Одним из перспективных подходов для лечения болезни Грейвса, а также токси-
ческих аденом и опухолей щитовидной железы, обусловленных конститутивно по-
вышенной активностью рецептора ТТГ, является применение низкомолекулярных 
инверсионных агонистов, которые взаимодействуют с аллостерическим сайтом, лока-
лизованным в трансмембранном канале рецептора [8–11]. Поскольку этот сайт топо-
логически отделен от ортостерического сайта, который расположен во внеклеточном 
домене, то связывание с ним аллостерического инверсионного агониста не препятст-
вует взаимодействию ТТГ с рецептором [8]. В настоящее время разработано несколько 
инверсионных агонистов рецептора ТТГ, которые были активны как в условиях in vitro, 
так и in vivo, подавляя активацию рецептора как гормоном, так и стимулирующими ау-
тоантителами и снижая конститутивно повышенную базальную активность рецептора 
[12–15]. Нами было разработано соединение TP48, производное тиено[2,3-d]-пирими-
дина, наделенное свойствами инверсионного агониста, которое при внутрибрюшин-
ном (в/б) введении крысам не только ингибировало продукцию ТГ, стимулированную 
тиролиберином (TRH), рилизинг-фактором ТТГ, но и снижало, хотя и в небольшой 
степени, базовые уровни ТГ [16, 17].

Низкомолекулярные аллостерические регуляторы G-белок-сопряженных рецепто-
ров имеют целый ряд преимуществ в сравнении с лигандами ортостерических сайтов. 
Они имеют более умеренную активность, и тем самым их применение не приводит 
к гиперстимуляции (в случае полных агонистов) или избыточному ингибированию 
(в случае инверсионных агонистов) рецептора. Кроме того, они характеризуются более 
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высокой селективностью регуляции внутриклеточных сигнальных каскадов (“предвзя-
тостью” сигналинга). В ряде случаев низкомолекулярные аллостерические регуляторы 
активны не только при парентеральных, но и при пероральном способе введения, бу-
дучи устойчивыми и хорошо всасываясь в желудочно-кишечном тракте, как это про-
демонстрировано нами для тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных с активностью 
агонистов рецептора лютеинизирующего гормона [18]. В этой связи следует отметить, 
что пероральный способ доставки более востребован в медицине. 

В соответствии с вышесказанным нами была поставлена цель разработать инверси-
онные агонисты рецептора ТТГ, способные снижать как стимулированную, так и базаль-
ную его активность не только при парентеральном (в/б), но и при пероральном способе 
доставки. Исследовали регуляторные эффекты ранее разработанного соединения TP48 
и нового соединения TPY5, также относящегося к классу тиено[2,3-d]-пиримидинов, на 
базовые и стимулированные TRH уровни ТГ в крови крыс, а также влияние этих соеди-
нений на экспрессию генов, ответственных за синтез ТГ в щитовидной железе. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При проведении экспериментов были использованы самцы крыс линии Wistar в воз-
расте 3–4-х месяцев. Крыс содержали в режиме 12 ч день/12 ч ночь, при температуре 
22 ± 3°С, со свободным доступом к питьевой воде и гранулированному сухому корму. 

Соединение TP48 (5-амино-N-(трет-бутил)-4-(4-иодфенил)-2-(метилтио)тиено
[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид) получали, как описано ранее, из 5-амино-4-(4-
иодфенил)-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоновой кислоты как предшест-
венника [16]. Структуру подтверждали с помощью масс-спектрометрии высокого раз-
решения с помощью спектрометра “Bruker micrOTOF” (Германия). Масса иона [M+K+] 
для TP48 составила 536.9868 (вычислено 536.9886; C18H19IN4OS2K). 

Соединение TPY5 (5-амино-N-(трет-бутил)-4-(4-(3-(2,3-дигидроксипропокси)
проп-1-ин-1-ил)фенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид) получа-
ли из TP48 по реакции Соногаширы с 2-((проп-2-ин-1-илокси)метил)оксираном с по-
следующим кислотным гидролизом оксиранового цикла. По данным масс-спектро-
метрического анализа масса иона [M+Na+] для TPY5 составила 523.1443 (вычислено 
523.1444; C24H28N4O4S2Na). 

Оба соединения растворяли в ДМСО и однократно вводили крысам, в/б в дозе 
20 мг/кг и перорально в дозе 40 мг/кг. Выбор доз основывался на результатах предва-
рительных исследований зависимости доза–эффект, а в случае TP48 был продиктован 
результатами, полученными ранее при его в/б введении [16, 17]. При в/б введении сое-
динения растворяли в объеме 200 мкл ДМСО. При пероральном введении соединения, 
растворенные в том же объеме ДМСО, вводили с помощью назогастрального зонда. 
Контрольной группе вместо тиено[2,3-d]-пиримидинов в/б вводили ДМСО в объеме 
200 мкл. TRH производства фирмы “Sigma” (США) вводили крысам интраназально, 
однократно, в дозе 300 мкг/кг, как описано ранее [19]. Для этого животных перевора-
чивали на спину и осторожно, по каплям, вводили раствор TRH в физиологическом 
растворе в носовую полость (общий объем 20 мкл, по 10 мкл в каждую ноздрю, поо-
чередно, порциями по 5 мкл). Контрольным животным вместо раствора TRH вводили 
в том же объеме физиологический раствор. 

В общей сложности были сформированы 10 групп: контрольные крысы (группа 
C), получавшие только растворители TRH и тиено[2,3-d]-пиримидинов; крысы, ко-
торые были обработаны либо с помощью TRH (группа TRH), либо с помощью TP48 
при в/б и пероральном введении (группы TP48ip и TP48or), либо с помощью TPY5 
при в/б и пероральном введении (группы TPY5ip и TPY5or); крысы, которые были 
последовательно обработаны тиено-[2,3-d]-пиримидинами, TP48 и TPY5 при различ-
ных способах введения и затем TRH (группы TRH-TP48ip, TRH-TP48or, TRH-TPY5ip 
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и TRH-TPY5or). В/б введение тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных осуществля-
ли в 10.30, пероральное – в 10.15, в то время как TRH во всех случаях вводили в 11.00. 
Первый забор крови осуществляли в 10.00 (до введения препаратов), второй забор – 
в 14.00, через 3 ч. после введения TRH. Соответственно со времени в/б введения TP48 
и TPY5 проходило 3 ч. 30 мин., со времени их перорального введения – 3 ч. 45 мин. 
В каждой группе было по шесть животных. Образцы крови получали из хвостовой 
вены, используя местный наркоз – 2%-ный раствор лидокаина (2–4 мг/кг). 

Для определения концентрации в крови крыс ТГ – свободного (fТ4) и общего (tТ4) 
тироксина и свободного (fТ3) и общего (tТ3) трийодтиронина использовали ИФА-на-
боры фирмы “Иммунотех” (Россия). 

Количественную ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией осуществ-
ляли, как описано ранее [16,17]. Для этого из ткани щитовидной железы выделяли 
тотальную РНК, используя реагент “ExtraRNA”, обратную транскрипцию проводили 
с помощью набора “MMLV RT Kit” фирмы “Evrogen” (Россия). Процедуру амплифи-
кации осуществляли в инкубационной смеси, содержащей 10 нг продукта ПЦР, по 0.4 
мкМ прямого и обратного праймеров, а также реагент “qPCRmix-HS SYBR+LowROX” 
(“Евроген”, Россия). Сигнал детектировали с помощью прибора “7500 Real-Time PCR 
System” (“Thermo Fisher Scientifi c Inc.”, США). Для оценки экспрессии генов исполь-
зовали последовательности комплементарных кДНК прямого и обратного праймеров, 

Таблица 1. Прямые и обратные праймеры для генов, кодирующих рецептор ТТГ и белки, 
ответственные за синтез ТГ, а также референсные гены

 Ген
Последовательности прямого (For) 

и обратного (Rev) праймеров
Индексация 
в Genbank

Tshr
(For) CTCGGACAAGACATGAGCCC

NM_012888.1
(Rev) GGTCCAGGGACTTGCTCAAA

Tg
(For) GCCCTAACTCATCCGTCCA

NM_005106.4
(Rev) TGTTGATAAGCCCATCGTCCT

Dio2
(For) CGTCATCCTCAAGTGTCCCC

NM_031720.5
(Rev) TGGTACGCGCACATTACCTT

Tpo
(For) TTGGATCTGGCATCACTGAACTT

NM_005105.4
(Rev) ATCTTGTTGACCATGCTTCTGTTG

Nis
(For) AAGTGACCGGGTTGGACATC

NM_052983.2
(Rev) AGCCAACGAGCATTACCACA

18S rRNA
(For) GGACACGGACAGGATTGACA

NМ_046237.1
(Rev) ACCCACGGAATCGAGAAAGA

Actb
(For) CTGGCACCACACCTTCTACA

NM_031144.3
(Rev) AGGTCTCAAACATGATCTGGGT

Tshr – ген рецептора ТТГ; Tg – ген тиреоглобулина; Dio2 – ген дейодиназы 2-го типа; Tpo – ген тиреопе-
роксидазы; Nis – ген Na+/I–-симпортера; 18S rRNA и Actb – гены 18S-рРНК и β-актина, используемые как 
референсные гены. 
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а также референсные гены, кодирующие 18S-рРНК (18S rRNA) или β-актин (Actb). 
Структура праймеров для генов, кодирующих тиреопероксидазу (Tpo), тиреоглобулин 
(Tg), Na+/I–-симпортер (Nis), дейодиназу 2-го типа (Dio2) и рецептор ТТГ (Tshr), а так-
же для референсных генов представлена в табл. 1. Полученные данные рассчитывали 
с использованием метода ΔΔСt, значения RQ рассчитывали по отношению к экспрес-
сии гена в контрольной группе, которую принимали за единицу. 

Статистический анализ проводили с помощью компьютерной программы “IBM 
SPSS Statistics 26” (“IBM”, США). Нормальность распределения данных проверяли 
с использованием критерия Шапиро–Уилка. Для оценки равенства дисперсий при-
меняли критерий Ливиня. Все данные имели нормальное распределение, вследствие 
чего для сравнения групп при оценке влияния препаратов, включая комбинации TRH 
и тиено-[2,3-d]-пиримидинов, на уровни ТГ и экспрессию генов использовали одно-
факторный дисперсионный анализ (ANOVA). Апостериорный анализ проводили с ис-
пользованием теста Тьюки. Для сравнения уровней ТГ в одной группе, в исходной 
точке и после обработки TP48 или TPY5, использовали t-критерий Стьюдента. Данные 
представляли в виде M ± SEM. Все различия считали статистически достоверными при 
уровне значимости p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Соединение TP48 при в/б введении самцам крыс снижало у них базовые уровни 
ТГ, причем уровни общего и свободного трийодтиронина, основного эффекторного 
гормона тиреоидной системы, снижались на 27 и 43% соответственно (табл. 2). Пре-
добработка животных с помощью TP48 при его в/б введении снижала стимулирующий 
эффект интраназально вводимого TRH на продукцию fT4 и tT4, в меньшей степени 
ослабляя TRH-индуцированную стимуляцию продукции трийодтиронина (табл. 3). 
TRH в отсутствие TP48 повышал уровень fT4 на 38%, в то время как после предобра-
ботки TP48 только до 21%. Однако при пероральном введении ингибирующее влияние 
TP48 на базальные и стимулированные TRH уровни ТГ полностью утрачивалось. На 
это указывает отсутствие влияния TP48, вводимого перорально, на базовые уровни 
обоих ТГ (табл. 2), а также сохранение в его присутствии стимулирующего эффекта 
TRH (табл. 3). Таким образом, TP48 функционирует как инверсионный агонист рецеп-
тора ТТГ только при в/б введении этого соединения. 

Новое соединение TPY5, производное TP48, было активным как при в/б, так и при 
пероральном введении (табл. 2). На это указывает снижение у крыс с обработкой TPY5 
базового уровня всех изученных форм ТГ (за исключением tT3 в группе TPY5ip), при-
чем ингибирующие эффекты TPY5 в изученных дозах при обоих способах введения 
были сопоставимыми. Так, уровни fT3 при в/б и пероральном введении TPY5 сни-
жались на 34 и 31% соответственно. Стимулирующий эффект TRH на продукцию ТГ 
у крыс с предобработкой в/б вводимым TPY5 снижался для tT4 и fT3, в то время как 
в случае перорально вводимого TPY5 отмечали снижение уровней всех изученных 
форм ТГ, причем, за исключением tT3, они не отличались от таковых в контрольной 
группе (табл. 3). Тем самым, в отличие от TP48, соединение TPY5 проявляло свойства 
инверсионного агониста при обоих способах введения. 

На заключительном этапе исследования в ткани щитовидной железы крыс изучали 
влияние TP48 и TPY5 на экспрессию генов, кодирующих рецептор ТТГ и основные 
белки, ответственные за синтез ТГ. Оценивали эффекты перорально вводимого TPY5 
на генную экспрессию, а также соответствующие эффекты TP48 при его в/б введении, 
поскольку при пероральном введении TP48 утрачивал активность. 

Достаточно неожиданным был тот факт, что в/б вводимый TP48 и перорально вво-
димый TPY5 снижали базальную экспрессию гена Tshr, кодирующего рецептор ТТГ, 
в ткани щитовидной железы (рис. 1). Обработка TRH, который, стимулируя тиреоид-
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Таблица 2. Влияние тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных на базовые уровни ТГ 
в крови при их внутрибрюшинном и пероральном введении самцам крыс

  Группа 
Общий Т4, 

нмоль/л 
Свободный Т4, 

пмоль/л 
Общий Т3, 

нмоль/л 
Свободный Т3, 

пмоль/л 

TP48ip-0 71.9 ± 2.0 36.6 ± 0.9 4.01 ± 0.15 3.86 ± 0.19

TP48ip 56.9 ± 2.7 a 29.0 ± 1.6 a 2.92 ± 0.26 a 2.20 ± 0.23 a

TP48or-0 69.3 ± 2.6 36.4 ± 2.2 3.84 ± 0.24 4.13 ± 0.19

TP48or 65.6 ± 2.9 33.3 ± 1.5 3.71 ± 0.24 3.93 ± 0.17

TPY5ip-0 68.0 ± 2.8 35.9 ± 1.1 3.72 ± 0.23 4.24 ± 0.16

TPY5ip 49.9 ± 1.2 a 27.3 ± 1.3 a 2.89 ± 0.19 2.79 ± 0.15 a

TPY5or-0 67.2 ± 3.3 35.0 ± 0.8 3.70 ± 0.22 3.90 ± 0.25

TPY5or 54.9 ± 3.0 a 26.5 ± 1.0 a 2.62 ± 0.23 a 2.69 ± 0.20 a

a – различия статистически значимы с исходной точкой (до введения TP48 или TPY5, а также их растворите-
ля ДМСО) при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6. Для сравнения уровней 
ТГ в исходной точке и после обработки препаратами использовали t-критерий Стьюдента. 

Таблица 3. Влияние тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных, вводимых внутрибрюшинно 
или перорально, на стимулированные тиролиберином уровни ТГ в крови самцов крыс

 Группа Общий Т4, 
нмоль/л

Свободный Т4, 
пмоль/л

Общий Т3, 
нмоль/л

Свободный Т3, 
пмоль/л

TRH-0 69.1 ± 1.6 39.4 ± 1.3 3.79 ± 0.21 3.55 ± 0.15

TRH 96.5 ± 3.8 a 54.5 ± 2.6 a 5.43 ± 0.26 a 5.44 ± 0.38 a

TRH-TP48ip-0 67.7 ± 3.1 36.7 ± 2.1 3.99 ± 0.22 3.60 ± 0.20

 TRH-TP48ip 79.6 ± 4.6 a,b 44.5 ± 2.9 a,b 4.75 ± 0.25 a 4.41 ± 0.34 a

TRH-TP48or-0 66.1 ± 2.9 40.2 ± 1.9 4.06 ± 0.22 3.49 ± 0.14

TRH-TP48or 90.7 ± 5.2 a 54.3 ± 2.4 a 5.38 ± 0.21 a 4.94 ± 0.26 a

TRH-TPY5ip-0 70.9 ± 2.9 38.5 ± 1.9 3.95 ± 0.21 3.77 ± 0.19

TRH-TPY5ip 80.0 ± 2.5 a,b 46.7 ± 3.5 a 4.51 ± 0.30 a 4.11 ± 0.29 b

TRH-TPY5or-0 69.4 ± 1.5 35.8 ± 1.5 3.70 ± 0.31 3.63 ± 0.26

 TRH-TPY5or 76.3 ± 3.6 b 42.2 ± 3.8 b 4.13 ± 0.30 a,b 4.17 ± 0.23 b

Различия с исходной точкой (до введения TRH или совместно TRH и тиено[2,3-d]-пиримидинового произ-
водного) (a) и между группами с обработкой одним TRH и комбинацией TRH и тиено[2,3-d]-пиримидинового 
производного (b) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, во всех группах 
n = 6. Для сравнения уровней ТГ в исходной точке и после обработки препаратами использовали t-критерий 
Стьюдента. Для сравнения групп TRH, TRH-TP48ip и TRH-TP48or, а также для сравнения групп TRH, TRH-
TPY5ip и TRH-TPY5or использовали однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA), апостериорный ана-
лиз проводили с использованием теста Тьюки. 
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ную ось, усиливал продукцию ТГ, в значительной степени подавляла экспрессию гена 
Tshr, причем соединения TP48 и TPY5 хотя и смягчали ингибирующий эффект TRH, но 
не вызывали нормализации  экспрессии этого гена (рис. 1). 

Соединение TP48 существенно не влияло на базальный уровень экспрессии генов, 
вовлеченных в синтез ТГ, за исключением тенденции к снижению экспрессии гена Nis, 
кодирующего Na+/I‒-симпортер, но различия с контролем в этом случае не были до-
стоверными (рис. 2). В то же время соединение TPY5 значимо снижало базальный 
уровень экспрессии гена Tpo, кодирующего тиреопероксидазу (рис. 3). Предобработ-
ка крыс как с помощью TP48, так и TPY5 ослабляла стимулирующие эффекты TRH 
на экспрессию генов Tg и Dio2, кодирующих тиреоглобулин, прекурсор ТГ и дейоди-
назу 2-го типа, осуществляющую конверсию тироксина в трийодтиронин (рис. 2, 3). 
Ослабление экспрессии этих генов может быть одним из механизмов ингибирующего 
влияния тиено-[2,3-d]-пиримидиновых производных на продукцию ТГ. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами данные демонстрируют, что соединения TP48 и TPY5 по харак-
теру их влияния на синтез ТГ являются инверсионными агонистами рецептора ТТГ, 
которые не только снижают базальный уровень ТГ, но и их уровни, стимулированные 
TRH. Необходимо отметить, что стимулирующее действие TRH на тиреоидный статус, 
в том числе при интраназальном введении, обусловлено активацией синтеза и секре-
ции ТТГ тиреотрофами гипофиза. Это приводит к ТТГ-индуцированной стимуляции 
рецептора ТТГ и усилению синтеза ТГ в тироцитах [20]. TP48 при обработке им крыс 
был эффективен только при парентеральном способе введения (в/б), но терял актив-
ность при пероральном введении, в то время как TPY5 был в одинаковой степени эф-
фективен как при в/б, так и при пероральном введении. Это указывает на устойчивость 
и хорошую всасываемость TPY5 в желудочно-кишечном тракте, что существенно рас-
ширяет возможности его применения в клинике. 

Снижение стимулированной TRH продукции ТГ в тироцитах щитовидной железы, 
осуществляемое на уровне рецептора ТТГ, представляет значительный интерес для ле-
чения аутоиммунного гипертиреоза (болезни Грейвса), который составляет 60–80% от 
всех патологических форм гипертиреоза, а также для предотвращения ассоциирован-
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Рис. 1. Влияние внутрибрюшинно вводимого TP48 (a) и перорально вводимого TPY5 (b) на экспрессию 
гена рецептора ТТГ (Tshr) в щитовидной железе крыс с обработкой тиролиберином и без таковой. Различия 
статистически значимы при p < 0.05 при сравнении с контролем (a) и группами TP48ip или TPY5or (b). Зна-
чения представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6. Для сравнения групп использовали однофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA), апостериорный анализ проводили с использованием теста Тьюки.
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Рис. 2. Влияние TP48 при его внутрибрюшинном введении на экспрессию генов тиреоглобулина (Tg), ти-
реопероксидазы (Tpo), дейодиназы 2-го типа (Dio2) и Na+/I--симпортера (Nis) в щитовидной железе крыс 
с обработкой тиролиберином и без таковой. Различия статистически значимы при p < 0.05 при сравнении 
с контролем (a), группами TP48ip (b) или TRH (c). Значения представлены как M ± SEM, во всех группах 
n = 6. Для сравнения групп использовали однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA), апостериорный 
анализ проводили с использованием теста Тьюки.

Рис. 3. Влияние TPY5 при его пероральном введении на экспрессию генов тиреоглобулина (Tg), тиреоперок-
сидазы (Tpo), дейодиназы 2-го типа (Dio2) и Na+/I‒-симпортера (Nis) в щитовидной железе крыс с обработкой 
тиролиберином и без таковой. Различия статистически значимы при p < 0.05 при сравнении с контролем (a), 
группами TPY5or (b) или TRH (c). Значения представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6. Для сравнения 
групп использовали однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA), апостериорный анализ проводили 
с использованием теста Тьюки.
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ной с аутоиммунным гипертиреозом офтальмопатии Грейвса – тяжелого воспалитель-
ного заболевания глаз, угрожающего зрению изъязвлением роговицы и сдавлением 
зрительного нерва [21]. В основе развития аутоиммунного гипертиреоза лежит гипер-
продукция ТГ тироцитами щитовидной железы в ответ на стимуляцию рецептора ТТГ 
стимулирующими аутоантителами. В свою очередь, основной причиной офтальмопа-
тии Грейвса является вызываемая теми же аутоантителами гиперактивация рецепто-
ров ТТГ, локализованных в соединительной ткани орбиты, и это приводит к усилению 
в ней воспалительных процессов и последующему фиброзу. Стимулирующие аутоан-
титела с высокой аффинностью связываются с локализованными в эктодомене рецеп-
тора сайтами, которые взаимно перекрываются с ортостерическим сайтом, мишенью 
ТТГ и мимикрируют стимулирующее действие гормона на рецептор ТТГ. 

В настоящее время для нормализации тиреоидного статуса при аутоиммунном ги-
пертиреозе применяют тотальную или частичную резекцию ткани щитовидной желе-
зы, терапию радиоактивным йодом и фармакотерапию антитиреоидными препарата-
ми. Однако все эти подходы характеризуются множеством побочных эффектов, что 
во многом обусловлено острым дефицитом ТГ при хирургических операциях, высо-
ким риском нарушений функционирования паращитовидных желез при проведении 
тиреоидэктомии, развитием агранулоцитоза, васкулитов, поражения печени, кожных 
реакций при использовании фармакотерапии тионамидами [4, 5, 22, 23]. Значимой про-
блемой является низкая эффективность этих подходов для предотвращения офтальмо-
патии Грейвса [22, 23]. Последнее обусловлено тем, что патогенетические механизмы 
развития аутоиммунного гипертиреоза и офтальмопатии Грейвса различаются. В пер-
вом случае в тироцитах аутоантитела активируют цАМФ-зависимые сигнальные пути, 
ответственные за синтез ТГ. Во втором случае в фибробластах орбиты и периорби-
тальных тканей они воздействуют на сигнальные пути, в первую очередь на цАМФ-за-
висимые и β-аррестиновые, обеспечивающие функциональное взаимодействие между 
рецепторами ТТГ и инсулиноподобного фактора роста-1, что и является пусковым ме-
ханизмом для развития офтальмопатии Грейвса [24, 25]. 

Поскольку механизмы активации рецептора ТТГ гормоном и стимулирующими ау-
тоантителами и передача генерируемого ими сигнала к внутриклеточным мишеням как 
в тироцитах, так и в ретроорбитальных фибробластах реализуются с участием пути ре-
цептор ТТГ–аденилатциклаза–цАМФ–протеинкиназа А [25,26], который является ос-
новной мишенью для разрабатываемых нами тиено-[2,3-d]-пиримидинов [16, 27, 28], 
то инверсионные агонисты TP48 и TPY5 могут быть эффективны не только для норма-
лизации уровня ТГ в условиях гипертиреоза, но и для предотвращения офтальмопатии 
Грейвса. В пользу этого свидетельствуют и данные других авторов, исследовавших 
специфическую активность других аллостерических лигандов рецептора ТТГ с актив-
ностью инверсионных агонистов [13, 14]. Соединение NCGC00229600, производное 
2,3-дигидрохиназолин-4-она, снижало стимулирующий аденилатциклазу эффект ауто-
антител к рецептору ТТГ в культуре тироцитов человека и соответствующий эффект 
ТТГ и аутоантител в культуре ретроорбитальных фибробластов, полученных от па-
циентов с офтальмопатией Грейвса [13, 14]. Соединение S37a подавляло стимуляцию 
аденилатциклазы, вызванную ТТГ и ауто-ТТГР-антителами (стимулирующими моно-
клональными антителами TSAb M22 человека и олигоклональными антителами TSAb, 
полученными от пациентов с болезнью Грейвса) [15]. Следует, однако, отметить, что 
эти инверсионные агонисты были изучены только в условиях in vitro, с использова-
нием клеточных культур, что не позволяет оценить их возможный терапевтический 
потенциал. Только в случае соединения S37a были проведены пилотные исследования 
по его токсичности и биодоступности, но влияние S37a на тиреоидный статус и компо-
ненты ТТГ-зависимых систем не оценивалось [15]. 

Ранее нами было показано, что TP48 при в/б введении в дозе 25 мг/кг снижает 
в щитовидной железе крыс базальный уровень экспрессии гена Na+/I‒-симпортера, осу-
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ществляющего транспорт йода в фолликулярные клетки, и подавляет TRH-стимулиро-
ванную экспрессию всех изученных в том исследовании генов тиреоидогенеза – Tg, 
Tpo и Nis [16, 17]. В настоящем исследовании мы показали сходный паттерн ингиби-
рующего влияния TP48, вводимого в более низкой дозе 20 мг/кг, на экспрессию генов, 
вовлеченных в синтез ТГ, но значимое снижение было обнаружено только в отношении 
экспрессии генов Tg и Dio2 (рис. 2). Соединение TPY5 при пероральном введении сни-
жало базальную экспрессию гена Tpo и подавляло TRH-стимулированную экспрессию 
генов Tg и Dio2, причем в большей степени в сравнении с TP48 (рис. 3). Это является 
одной из ключевых причин снижения базальных и стимулированных TRH уровней ТГ 
у крыс с обработкой TP48 и TPY5. В свою очередь, снижение экспрессии генов тире-
оидогенеза в щитовидной железе при обработке животных TP48 и TPY5 обусловле-
но вызываемым этими соединениями ослаблением стимуляции рецептора гормоном. 
Установлено, что стимуляция экспрессии генов тиреоглобулина, тиреопероксидазы 
и других компонентов системы синтеза ТГ реализуется через цАМФ-зависимый ка-
скад, активируемый связыванием гормона с рецептором ТТГ, который включает в каче-
стве конечного эффекторного звена транскрипционный фактор CREB (cAMP response 
element binding protein) [29-31]. Другими авторами было показано, что соединение 
NCGC00229600, наделенное активностью инверсионного агониста, подавляло и ба-
зальную, и стимулированную аутоантителами экспрессию гена Tpo с эффективностью, 
сходной с таковой TP48 и TPY5, но эти исследования были проведены в условиях in 
vitro, в первичной культуре тироцитов человека [13]. Еще один аллостерический ре-
гулятор, NCGC00242364, при введении мышам в 4–5 раз снижал TRH-стимулирован-
ную экспрессию генов Nis и Tpo, но не влиял на базальную, в том числе на консти-
тутивно повышенную, активность рецептора ТТГ, функционируя как нейтральный 
антагонист [32]. 

Снижение содержания йода в организме, приводящее к его дефициту и к снижению 
продукции ТГ, повышает экспрессию транскрипционных факторов TTF-1 и PAX8, ко-
торые положительно регулируют экспрессию гена Tshr [33]. В нашем исследовании 
у крыс, обработанных TRH, на фоне повышения продукции ТГ отмечали снижение 
экспрессии гена Tshr в среднем в 3–4 раза (рис. 1), что обусловлено запуском отри-
цательных обратных связей в тиреоидной оси. В связи с этим достаточно неожидан-
ными оказались результаты влияния TP48 и TPY5 на экспрессию гена Tshr, которая 
в их присутствии снижалась (рис. 1). Одним из возможных объяснений этого может 
быть стабилизирующее или модулирующее влияние TP48 и TPY5 на интернализацию 
и внутриклеточный эндосомальный транспорт рецептора ТТГ, поскольку низкомо-
лекулярные аллостерические регуляторы могут функционировать как шапероны для 
рецепторов гликопротеиновых гормонов [34]. Однако это требует дополнительных ис-
следований, в том числе включающих изучение влияния TP48 и TPY5 на экспрессию 
и активность транскрипционных факторов TTF-1 и PAX8, регуляторов транскрипци-
онной активности гена Tshr. 

Таким образом, разработано новое соединение TPY5 – производное тиено-[2,3-
d]-пиримидина, которое при различных способах введения, в том числе при перо-
ральном способе доставки, снижало как базальный, так и стимулированный TRH 
уровни ТГ, действуя как инверсионный агонист рецептора ТТГ. В основе эффекта 
TPY5 лежит его ингибирующее влияние на экспрессию генов, вовлеченных в синтез 
ТГ в щитовидной железе, а также снижение экспрессии рецептора ТТГ. Несмотря на 
то, что ранее разработанный нами инверсионный агонист TP48 при его в/б введении 
сопоставим по активности с TPY5, он оказался неактивным при пероральном спосо-
бе введения, что ограничивает его возможное применение в медицине. Тем самым, 
TPY5 может рассматриваться как прототип для создания лекарственных препаратов, 
предназначенных для лечения аутоиммунного гипертиреоза и офтальмопатии Грейв-
са, обусловленных выработкой в организме пациента стимулирующих аутоантител 
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к рецептору ТТГ, а также для лечения и профилактики токсических аденом и опухо-
лей щитовидной железы, обусловленных конститутивно повышенной активностью 
рецептора ТТГ. 
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Low molecular inverse agonist of the thyrotropin receptor is active both 
intraperitoneal and oral administration

K. V. Derkacha, *, A. A. Bakhtyukova, V. N. Sorokoumova, b, I. A. Lebedeva, 
E. A. Didenkoa, b, and A. O. Shpakova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, 
St. Petersburg, Russia

bInstitute of Chemistry, St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
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Autoimmune hyperthyroidism (Graves’ disease), which is caused by stimulating 
autoantibodies to the thyroid-stimulating hormone (TSH) receptor, and thyroid gland (TG) 
tumors, caused by constitutively increased activity of this receptor, are widespread and 
have a poor prognosis. The drugs used to treat them are not very effective and have many 
side effects. One of the approaches for the treatment of these thyroid diseases may be the 
use of allosteric regulators of the TSH receptor with the activity of inverse agonists. The 
purpose of the work was to study the effects of our previously developed compound TP48 
and the new compound TPY5, belonging to the class of thieno[2,3-d]-pyrimidines, on 
the basal and thyrotropin-releasing hormone (TRH)-stimulated levels of thyroid hormones 
(THs) in the blood of rats and on the expression of genes responsible for the synthesis of 
THs in the TG. The effectiveness of TP48 and TPY5 was studied both with intraperitoneal 
(i.p., 20 mg/kg) and oral (40 mg/kg) administration. Using ELISA, the levels of free 
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(fT4) and total (tT4) thyroxine and free (fT3) and total (tT3) triiodothyronine in the blood 
were assessed, including during TRH stimulation (intranasally, 300 μg/kg). The gene 
expression for thyroid peroxidase (Tpo), thyroglobulin (Tg), Na+/I–-symporter (Nis), type 
2 deiodinase (Dio2) and TSH receptor (Tshr) in the TG was assessed using PCR. TPY5, 
with both routes of administration, reduced both basal and TRH-stimulated TH levels, 
while TP48 suppressed TH production only with i.p. administration. Orally administered 
TPY5 signifi cantly reduced basal Tpo gene expression and TRH-stimulated Tg and Dio2 
gene expression. I.p. administered TP48 reduced only TRH-stimulated expression of the 
Tg and Dio2 genes. Quite surprisingly, TPY5 (oral) and TP48 (i.p.) reduced basal Tshr 
gene expression and did not prevent its inhibition by TRH. Thus, the TPY5 compound 
we developed has the activity of an inverse agonist of the TSH receptor, is effective when 
administered orally, which is more in demand in medicine, and can be considered as a 
prototype of drugs to treat autoimmune hyperthyroidism and thyroid tumors.

Keywords: thyroid-stimulating hormone receptor, inverse agonist, allosteric regulator, 
thienopyrimidine, thyroxin, thyroliberin


