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Уровни тиреотропного гормона (ТТГ) при гипотиреозе аутоиммунной природы или 
вызванном инактивирующими мутациями в рецепторе ТТГ находятся в пределах 
нормы или повышены, что обусловлено усилением стимулированной тиролибери-
ном (ТРГ) продукции ТТГ в условиях дефицита тиреоидных гормонов (ТГ). Основ-
ной причиной гипотиреоза является ослабление ответа щитовидной железы на ТТГ. 
Это требует разработки подходов, направленных на повышение чувствительности 
тироцитов к ТТГ. Одним из них является применение положительных аллостериче-
ских модуляторов (ПАМ) рецептора ТТГ, усиливающих эффекты ТТГ на продукцию 
ТГ. Однако в настоящее время такие ПАМ отсутствуют. Цели настоящей работы – 
синтез новых тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных TPYox и TPYmp с актив-
ностью ПАМ рецептора ТТГ и изучение их эффектов на базовые и стимулирован-
ные ТРГ концентрации ТГ в крови и экспрессию генов, вовлеченных в синтез ТГ, 
в щитовидной железе крыс. При введении крысам TPYox и TPYmp (20 мг/кг) слабо 
влияли на концентрации ТГ в крови и экспрессию генов синтеза ТГ, за исключением 
повышения концентрации tT3 и экспрессии гена Dio2, кодирующего дейодиназу 2-го 
типа, при использовании TPYmp. В то же время, несмотря на отсутствие различий 
с контролем, в группе с обработкой TPYox снижались в сравнении с крысами, об-
работанными TPYmp, концентрации ТГ в крови и экспрессия генов Tg, Tpo, Dio2 
и Tshr, что, как мы полагаем, обусловлено высокой реакционной способностью окси-
ранового цикла в TPYox и его ингибирующим влиянием на компоненты тиреоидной 
системы в щитовидной железе. Предварительная обработка крыс TPYox и TPYmp 
сохраняла стимулирующие эффекты ТРГ на концентрации ТГ и экспрессию тирои-
дальных генов, а в ряде случаев их значимо усиливала. Однако динамика и выражен-
ность потенцирующего влияния TPYox и TPYmp различались. TPYox потенцировал 
стимулирующие эффекты ТРГ на концентрации tT4, fT3 и tТ3 в крови через 1.5 ч 
после обработки ТРГ, в то время как TPYmp усиливал стимулирующие эффекты ТРГ 
на концентрации fT3 и tТ3 через 3 ч, когда потенцирующее влияние TPYox уже исче-
зало. В щитовидной железе TPYox усиливал ТРГ-индуцированную экспрессию гена 
Tpo, в то время как TPYmp – экспрессию генов Dio2 и Nis. На основании получен-
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ных данных сделан вывод, что наиболее перспективным препаратом для повышения 
ответа рецептора ТТГ на эндогенный ТТГ является TPYmp, 5-амино-N-(трет-бутил)-
4-{4-[3-(2-гидрокси-3-морфолинопропокси)про-1-ин-1-ил]фенил}-2-(метилтио)
тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид, созданный нами первый функционально ак-
тив ный ПАМ рецептора ТТГ. 
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ВВЕДЕНИЕ

Дефицит тиреоидных гормонов (ТГ) у взрослых пациентов приводит к развитию 
микседемы и широкому спектру функциональных нарушений со стороны различных 
систем организма, а в детском возрасте вызывает задержку умственного и физического 
развития [1, 2]. У взрослых наиболее распространенной причиной гипотиреоза являет-
ся ослабление синтеза ТГ в тироцитах, что, как правило, обусловлено дефицитом йода 
и аутоиммунными процессами, которые приводят к выработке аутоантител на рецеп-
тор тиреотропного гормона (ТТГ) и основные компоненты синтеза ТГ в щитовидной 
железе (ЩЖ) и тем самым ингибируют синтез ТГ. В детском возрасте причинами ти-
реоидного дефицита могут быть нарушения в гипоталамических и гипофизарных зве-
ньях тиреоидной оси. Для лечения гипотиреоза обычно используют заместительную 
терапию препаратами ТГ – левотироксином и лиотиронином или их комбинациями [3]. 
Однако такая терапия не всегда эффективна и сопровождается серьезными побочными 
эффектами, среди которых нарушение сердечного ритма и остеопороз [4, 5]. Другим 
направлением терапии гипотиреоза может быть применение тиромиметиков – селек-
тивных агонистов ядерных тиреоидных рецепторов β-типа, которые в меньшей степе-
ни, чем тиреоидные рецепторы α-типа, вовлечены в развитие аритмий и дисфункций 
опорно-двигательного аппарата [6]. Однако и в этом случае имеются существенные 
ограничения, обусловленные отсутствием у β-селективных тиромиметиков способно-
сти активировать тиреоидные рецепторы α-типа [6, 7]. Эндогенные стимуляторы про-
дукции ТГ – тиролиберин, рилизинг-фактор ТТГ (ТРГ) и ТТГ для лечения гипотиреоза 
в клинике используются крайне ограниченно, в основном в диагностических целях. 
Важно отметить, что продукция ТРГ и ТТГ при наиболее распространенном ауто-
иммунном гипотиреозе или гипотиреозе, вызванном инактивирующими мутациями 
в рецепторе ТТГ, находится в пределах нормы или повышена, что обусловлено запу-
ском отрицательных обратных связей, приводящих к усилению продукции ТРГ и ТТГ 
в условиях дефицита ТГ. Причиной гипотиреоза в этом случае является ослабление 
функционального ответа щитовидной железы (ЩЖ) на эндогенный ТТГ, что требует 
разработки подходов, направленных на повышение чувствительности тироцитов к это-
му гормону [8–10].

Одним из перспективных подходов для повышения ответа тироцитов на ТТГ и нор-
мализацию тиреоидного статуса при гипотиреозе является применение положитель-
ных аллостерических модуляторов (ПАМ) рецептора ТТГ, которые, не оказывая значи-
мых эффектов на базовые показатели тиреоидного статуса, усиливают стимулирующее 
воздействие ТТГ на продукцию ТГ [11–13]. Рецептор ТТГ, относящийся к семейству 
G-белок-сопряженных рецепторов, функционально взаимодействует с различными ти-
пами гетеротримерных G-белков и β-аррестинов. Структурно он включает внеклеточ-
ный домен, в котором локализован ортостерический сайт для высокоаффинного свя-
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зывания как ТТГ, так и аутоантител к рецептору ТТГ [14], а также трансмембранный 
тоннель, образованный семью пронизывающими мембрану гидрофобными участками, 
через который ТТГ-индуцированный сигнал передается на G-белки и эффекторные 
компоненты клетки-мишени [15, 16]. Среди аллостерических регуляторов рецептора 
ТТГ наибольший интерес представляют гидрофобные низкомолекулярные соединения, 
в том числе тиено[2,3-d]-пиримидиновые производные (ТП), способные проникать 
в трансмембранный тоннель рецептора и специфично связываться с локализованным 
там аллостерическим сайтом. Поскольку ортостерический и аллостерический сайты 
пространственно разделены, связывание низкомолекулярных регуляторов с аллосте-
рическим сайтом не нарушает связывания ТТГ с ортостерическим сайтом [17, 19]. 
В то же время аллостерические регуляторы индуцируют конформационные измене-
ния в трансмембранном тоннеле, влияя на передачу через него гормонального сигнала 
к G-белкам и β-аррестинам и тем самым модифицируя эффекты ТТГ на внутриклеточ-
ные мишени [19].

Ранее нами были разработаны ТП (TP48, TPY1, TPY5) с активностью аллостериче-
ских антагонистов и инверсионных агонистов рецептора ТТГ, снижающие стимулиро-
ванную ТРГ и (или) базовую продукцию ТГ [20–22], а также ТП (TPY3m, TPY7) с ак-
тивностью аллостерических прямых агонистов, стимулирующих рецептор ТТГ при 
сохранении или небольшом усилении эффекта ТРГ [23–25]. Другими авторами были 
разработаны аллостерические агонисты и антагонисты рецептора ТТГ на основе как 
ТП [26, 27], так и других гетероциклических соединений [17, 18, 27–29]. Однако до на-
стоящего времени был описан лишь один ПАМ для рецептора ТТГ (NCGC00379308), 
селективный в отношении β-аррестиновых каскадов, способный потенцировать 
ТТГ-инду цированную стимуляцию дифференцировки остеобластов и предотвращать 
остеопороз, но не активный в отношении G-белков и регуляции синтеза ТГ [30]. Соот-
ветственно, целями работы были синтез и физико-химическая характеристика новых 
ТП, TPYox и TPYmp, наделенных активностью ПАМ рецептора ТТГ, и изучение их 
эффектов на стимуляцию продукции ТГ с помощью ТТГ, секретируемого в ответ на об-
работку крыс ТРГ. Исследовали влияние TPYox и TPYmp на базовые и стимулирован-
ные ТРГ концентрации ТГ в крови и на экспрессию тиреоидных генов, вовлеченных 
в синтез ТГ. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Синтез и физико-химическая характеристика соединений TPYox и TPYmp
Синтез TPYox, 5-амино-N-(трет-бутил)-2-(метилтио)-4-{4-[3-(оксиран-2-илметокси)

проп-1-ин-1-ил]фенил}тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида осуществляли путем вза-
имодействия 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(4-иодфенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пирими-
дин-6-карбоксамида (1.4 ммоль) с 2-[(проп-2-ин-1-илокси)метил]оксираном (1.6 ммоль) 
в диметилформамиде (15 мл) в присутствии трифенилфосфина (PPh3) (5%), Pd(PPh3)4 
(3%), CuI (10%) и триэтиламина (3 мл) в атмосфере аргона при комнатной температуре 
(рис. 1a). Продукт экстрагировали с помощью этилацетата, последовательно промыва-
ли водой и насыщенным раствором NaCl, после чего растворитель упаривали, а целевой 
продукт очищали с помощью колоночной хроматографии на силикагеле в системе этила-
цетат–гексан 1 : 3 с добавлением 3% (по объему) триэтиламина. Выход продукта соста-
вил 43%. Для наработки необходимых количеств TPYox осуществляли масштабирование 
представленной выше методики синтеза.

Получены следующие спектры протонного и 13C-ядерного магнитного резонан-
са (ЯМР) и данные масс-спектрометрии высокого разрешения (HRMS) для соеди-
нения TPYox: (1) 1H-ЯМР (400 MHz, CDCl3) δ 7.59 (s, 4H), 5.90 (s, 2H), 5.23 (s, 1H), 
4.47 (dd, 2H), 3.91 (dd, J = 11.3, 3.1 Hz, 1H), 3.56 (dd, J = 11.3, 5.8 Hz, 1H), 3.22 (m, 1H), 
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2.83 (dd, J = 4.6 Hz, 1H), 2.67 (dd, J = 5.0, 2.7 Hz, 1H), 2.63 (s, 3H), 1.44 (s, 9H); 
(2) 13C-ЯМР (101 MHz, CDCl3) δ 169.89, 167.56, 165.09, 161.79, 144.53, 136.36, 132.21, 
129.19, 125.04, 117.77, 97.25, 87.26, 85.80, 70.72, 59.33, 52.25, 50.69, 44.43, 29.22, 
14.56; (3) HRMS (ESI+, 100 V, MeOH), найдено m/z 483.1515 [M+H]+; вычислено для 
C24H27N4О3S2

+ 483.1519. 
Синтез TPYmp, 5-амино-N-(трет-бутил)-4-{4-[3-(2-гидрокси-3-морфолинопро-

покси)про-1-ин-1-ил]фенил}-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида 
осуществляли путем взаимодействия 5-амино-4-(4-бромфенил)-N-(трет-бутил)-
2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (0.27 ммоль) с 1-морфолино-
3-(про-2-ин-1-илокси)пропан-2-олом (0.44 ммоль) в тетрагидрофуране (3 мл) в присут-
ствии Pd(PPh3)4 (5%), CuI (10%), PPh3 (20%) и триэтиламина (1 мл) в атмосфере аргона 
при 45 °С (рис. 1b). Полученный продукт экстрагировали с помощью дихлорметана, 
промывали насыщенным раствором NH4Cl, водой и затем насыщенным раствором 
NaCl, после чего растворитель упаривали. Очистку целевого соединения осуществля-
ли с помощью колоночной хроматографии на силикагеле сначала в системе раствори-
телей этилацетат–гексан 1 : 2, затем в системе этилацетат–метанол 12 : 1. Выход про-
дукта составил 63%. Для наработки необходимых количеств TPYmp представленную 
выше методику синтеза масштабировали.

Получены следующие спектры протонного и 13C-ядерного магнитного резо-
нанса (ЯМР) и данные масс-спектрометрии высокого разрешения (HRMS) для со-
единения TPYmp: (1) 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ 7.59 (s, 4H), 5.91 (s, 2H), 
5.23 (s, 1H), 4.46 (s, 2H), 4.00 – 3.93 (m, 1H), 3.76 – 3.66 (m, 5H), 3.60 (m, 1H), 2.63 (s, 3H), 
2.70 – 2.39 (m, 7H), 1.44 (s, 9H); (2) 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 169.89, 167.56, 165.09, 
161.79, 144.53, 136.33, 132.20, 129.19, 125.11, 117.77, 97.25, 87.52, 85.69, 72.46, 67.11, 
65.99, 61.16, 59.57, 53.86, 52.26, 29.23, 14.58; (3) HRMS (ESI+, 100 V, MeOH), найдено 
m/z 570.2196 [M+Н]+; вычислено для C28H36N5О4S2

+ 570.2203. 
Масс-спектры высокого разрешения были записаны с использованием спектроме-

тра Bruker micrOTOF (Bruker, Германия). Спектры ЯМР были получены с использова-
нием спектрометра Bruker Advance III 400 (400.13 МГц для 1H-ЯМР и 100.61 МГц для 
13C-ЯМР) (Bruker) в дейтерированном диметилсульфоксиде (ДМСО-d6). 

Для экспериментов были использованы половозрелые самцы крыс в возрасте 3–4 
месяцев. Перед началом экспериментов животные в течение недели проходили аккли-
матизацию. В этот период и в дальнейшем в ходе экспериментов их содержали на стан-
дартной диете (гранулированный сухой корм) со свободным доступом к пище и воде, 
по шесть животных в клетках площадью 0.24 м2, при режиме освещения 12 ч день /12 ч 
ночь и температуре в диапазоне 21–24 ℃. 

Для оценки концентраций ТГ и ТТГ кровь отбирали из хвостовой вены крыс под 
местным наркозом, для чего животным вводили 2%-ный раствор лидокаина в дозе 
2–4 мг/кг, и в дальнейшем из крови выделяли сыворотку. В конце эксперимента крыс 
декапитировали под общим наркозом хлоральгидратом (400 мг/кг, внутрибрюшинно) 
и забирали ЩЖ для оценки в ее ткани экспрессии целевых генов.

Определение концентрации гормонов и тиролибериновый тест
Для определения концентраций свободного (fТ4) и общего (tТ4) тироксина и сво-

бодного (fТ3) и общего (tT4) трийодтиронина в сыворотке крови крыс методом ИФА 
использовали наборы фирмы “Иммунотех” (Россия). Концентрацию ТТГ в сыворотке 
крови определяли с помощью набора ELISA for Rat Thyroid Stimulating Hormone (TSH) 
(Cloud-Clone Corp., США). Для оценки ответа ЩЖ на стимулирующее воздействие 
ТТГ проводили тест с тиролиберином (ТРГ), рилизинг-гормоном ТТГ, для чего живот-
ным интраназально вводили ТРГ (Sigma, США) в дозе 300 мкг/кг (в физиологическом 
растворе), как описано ранее [31].
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Оценка влияния TPYox и TPYmp на базовые и стимулированные ТРГ концентрации 
тиреоидных гормонов и ТТГ в крови крыс

Основываясь на результатах предварительных экспериментов, для исследования 
влияния соединений TPYox и TPYmp на базовые и ТРГ-стимулированные концент-
рации fT3 у крыс использовали дозу 20 мг/кг массы тела, растворяя эти соединения 
в 300 мкл диметилсульфоксида (ДМСО). Контрольной группе вместо TPYox и TPYmp 
внутрибрюшинно вводили 300 мкл ДМСО. Согласно ранее полученным результатам, 
этот объем ДМСО не оказывает значимого влияния на функционирование тиреоидной 
системы и на концентрации ТГ и ТТГ в крови. 

Для экспериментов формировали шесть групп, в каждой по шесть крыс: контроль, 
получавший вместо препаратов их растворители (группа Control); крысы с интрана-
зальным введением ТРГ в дозе 300 мкг/кг (группа TRH); крысы с внутрибрюшин-
ным введением TPYox или TPYmp в дозе 20 мг/кг (группы TPYox и TPYmp); кры-
сы с введением TPYox или TPYmp и затем ТРГ в тех же дозах (группы TPYox+TRH 
и TPYmp+ TRH). В группах с совместным введением ТП вводили за 30 мин до введе-
ния ТРГ, чтобы обеспечить эффективное распределение ТП в ЩЖ и их связывание 
с рецептором ТТГ. Концентрации ТГ в крови оценивали через 2 и 3.5 ч после введения 
ТП или ДМСО (и через 1.5 и 3 ч после введения ТРГ или физиологического раствора). 
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Рис. 1. Схема синтеза тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных TPYox (a) и TPYmp (b). Обозначения 
на рисунке: 1 – 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(4-иодфенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид;  
2 – 2-[(проп-2-ин-1-илокси)метил]оксиран; 3 – 5-амино-N-(трет-бутил)-2-(метилтио)-4-{4-[3-(оксиран-2-илме-
токси)проп-1-ин-1-ил]фенил}тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид (TPYox); 4 – 5-амино-4- (4-бромфенил)-
N-(трет-бутил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид; 5 – 1-морфолино-3-(про-2-ин-1-илокси)
пропан-2-ол; 6 – 5-амино-N-(трет-бутил)-4-{4-[3-(2-гидрокси-3-морфолинопропокси)про-1-ин-1-ил]фенил}-2-
(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид (TPYmp). Сокращения: PPh3 – трифенилфосфин; Pd(PPh3)4 – 
тетракис(трифенилфосфин) палладий; CuI – иодид меди (I); DMF – диметилформамид; THF – тетрагидрофу-
ран; Et3N – триэтиламин; RT – комнатная температура.
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Оценка экспрессии генов в ткани щитовидной железы крыс
После декапитации крыс под общим наркозом (хлоральгидрат, 400 мг/кг), через 

3.5 ч после введения ТП или его растворителя, осуществляли забор тканей ЩЖ, после 
чего из них выделяли общую РНК и получали кодирующую ДНК с помощью реакции 
обратной транскрипции, используя наборы ExtractRNA и MMLV RT Kit производст-
ва фирмы “Евроген” (Россия). ПЦР в реальном времени проводили с использованием 
амплификатора Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies, 
Thermo Fisher Scientific Inc., США) в смеси, содержащей кДНК, по 0.4 мкМ прямо-
го и обратного праймеров, а также реагент qPCR-HS SYBR+Low ROX (“Евроген”), 
как описано ранее [22]. Для оценки экспрессии тироидальных генов использовали по-
следовательности прямого и обратного праймеров: (1) для гена тироглобулина (Tg) – 
GCCCTAACTCATCCGTCCA (Forward) и TGTTGATAAGCCCATCGTCCT (Reverse); 
(2) для гена тиреопероксидазы (Tpo) – TTGGATCTGGCATCACTGAACTT (Forward) 
и ATCTTGTTGACCATGCTTCTGTTG (Reverse); (3) для гена Na/I-симпортера (Nis) – 
AAGTGACCGGGTTGGACATC (Forward) и AGCCAACGAGCATTACCACA (Re-
verse); (4) для гена дейодиназы 2-го типа (Dio2) – CGTCATCCTCAAGTGTCCCC (For-
ward) и TGGTACGCGCACATTACCTT (Reverse); (5) для гена дейодиназы 3-го типа 
(Dio3) – GCCCGTTGGTGCTCAATTTT (Forward) и CTGTGGGATGACGTAGGGTG 
(Reverse); (6) для гена рецептора ТТГ (Tshr) – CTCGGACAAGACATGAGCCC 
(Forward) и GGTCCAGGGACTTGCTCAAA (Reverse). В качестве референс-
ных генов использовали гены β-актина (For: CTGGCACCACACCTTCTACA; Rev: 
AGGTCTCAAACATGATCTGGGT) и 18S-рРНК (For: GGACACGGACAGGATTGACA; 
Rev: ACCCACGGAATCGAGAAAGA). Данные рассчитывали с использованием мето-
да ΔΔCt, а также [32], относя значения экспрессии гена к таковой в контрольной груп-
пе, принятой за 1.0. 

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов проводили с использованием программно-

го обеспечения IBM Spss Statistics 20. Нормальность распределения оценивали с помо-
щью критерия Шапиро–Уилка, равенство дисперсий – с помощью теста Левена. Для 
данных с ненормальным распределением сравнения между группами проводили с по-
мощью H-теста Краскела–Уоллиса, затем попарные сравнения проводили с помощью 
U-теста Манна–Уитни с поправкой Бонферрони. Данные представлены в виде медиа-
ны и межквартильного интервала (25%; 75%). В условиях нормального распределения 
использовали однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) и апостериорный тест 
Тьюки. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего 
(M ± SEM). Все различия считали значимыми при p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для синтеза TPYox и TPYmp был применен подход, основанный на реакции кросс-
сочетания 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(4-галогенфенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]-пи-
римидин-6-карбоксамида, соответственно, с глицидилпропаргилатом и его производ-
ным, продуктом раскрытия оксиранового кольца в присутствии морфолина (рис. 1). 
При однократном внутрибрюшинном введении крысам TPYox и TPYmp (20 мг/кг) че-
рез 2 и 3.5 ч не оказывали статистически значимого влияния на базовые концентрации 
исследуемых форм ТГ за исключением повышения концентрации tT3 в группе TPYmp 
через 3.5 ч (рис. 2). Не было выявлено влияния обоих ТП и на концентрацию ТТГ 
в крови (рис. 3). При этом через 3.5 ч после введения препаратов в группе TPYox от-
мечали тенденцию к снижению продукции ТГ, а в группе TPYmp – противоположную 
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тенденцию, вследствие чего при сравнении групп TPYox и TPYmp было найдено, что 
концентрации ТГ в группе TPYox значимо ниже таковых в группе TPYmp, хотя и не от-
личаются от их значений в контроле. ТРГ отчетливо повышал концентрации ТГ через 
1.5 ч после его введения животным, и этот эффект сохранялся через 3 ч после введения 
рилизинг-фактора (рис. 2). Наряду с этим ТРГ на 182% повышал концентрацию ТТГ 
в крови, что обусловлено его стимулирующим влиянием на тиреотрофы аденогипофи-
за, осуществляющие синтез и секрецию ТТГ (рис. 3).

Предварительная обработка крыс обоими ТП не только сохраняла стимулирующий 
продукцию ТГ эффект ТРГ, но в ряде случаев его усиливала (рис. 2). При этом, однако, 
временная динамика влияния TPYox и TPYmp на ТРГ-стимулированные концентрации 
ТГ в крови различалась. TPYox повышал стимулирующие эффекты ТРГ на концен-
трации tT4, fT3 и tT3 через 1.5 ч после введения ТРГ, в то время как через 3 ч эф-
фект потенцирования отсутствовал. В свою очередь потенцирующее влияние TPYmp 
на стимулирующие продукцию трийодтиронина эффекты ТРГ было отчетливо выра-
жено через 3 ч после введения ТРГ (рис. 2). При этом в группе TPYmp+ TRH отмечали 
повышение концентрации tT3 не только по сравнению с группой TRH, но и с группой 
TPYox+ TRH, что указывает на более выраженную ПАМ-активность TPYmp по срав-
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(d) в одной временной точке статистически значимы при p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, во 
всех группах n = 6.
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нению с TPYox в отношении ТРГ-стимулированной продукции трийодтиронина, эф-
фекторного гормона тиреоидной оси. Стимулирующие эффекты ТРГ на концентрацию 
ТТГ в группах с совместным введением с ТП сохранялись (рис. 3).

Экспрессию генов оценивали в конце эксперимента, через 3.5 ч после обработки 
животных ТП. Показано, что экспрессия генов Tg, Tpo и Nis, кодирующих тиреогло-
булин, тиреопероксидазу и Na/I-симпортер, основные компоненты синтеза ТГ в ЩЖ, 
в группах TPYox и TPYmp значимо не отличалась от таковой в контроле за исключени-
ем значимого снижения экспрессии гена Tpo в группе TPYox (рис. 4). Отмечали также 
тенденцию к снижению экспрессии генов Tg в группе TPYox и повышение экспрессии 
генов Tg и Tpo в группе TPYmp. Вследствие этого между группами TPYox и TPYmp 
имелись значимые различия в экспрессии генов Tg и Tpo (рис. 4). Обработка ТРГ при-
водила к повышению экспрессии генов Tg и Tpo. В присутствии ТП эти стимулирую-
щие эффекты сохранялись. Экспрессия гена Nis была значимо повышена в сравнении 
с контролем только в группе TPYmp + TRH (рис. 4).

В ЩЖ крыс группы TPYmp была повышена экспрессия гена дейодиназы 2-го типа, 
осуществляющей конверсию Т4 в активную форму Т3 (рис. 5). При совместном воздей-
ствии TPYmp и ТРГ отмечали потенцирование стимулирующего эффекта ТРГ на экс-
прессию гена Dio2, который более чем в 2 раза превосходил таковой в группе ТРГ. 
Обработка TPYox не влияла на экспрессию гена дейодиназы 2-го типа, но в его присут-
ствии эффект ТРГ сохранялся и даже имел тенденцию к усилению (рис. 5). Экспрессия 
генов Dio3 и Tshr, кодирующих дейодиназу 3-го типа, осуществляющую превращение 
Т4 и активной формы Т3 в неактивные формы ТГ (реверсивного Т3 и дийодтирони-
на), и рецептор ТТГ, во всех изученных группах не отличалась от контроля (рис. 5). 
При этом в группе с обработкой TPYox экспрессия гена Tshr была ниже, чем в группе 
TPYmp, что указывает на различный характер влияния этих соединений на экспрес-
сию гена рецептора ТТГ (рис. 5).
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гена Dio3 (значения RQ) распределены ненормально и представлены в виде медианы и межквартильных 
диапазонов (25%; 75%). Данные по экспрессии генов Dio2 и Tshr распределены нормально и представлены 
в виде M ± SEM. Во всех группах n = 6. Различия с контролем (a) статистически значимы при p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Аллостерические регуляторы G-белок-сопряженных рецепторов, к которым отно-
сится рецептор ТТГ, способны модулировать эффекты агонистов ортостерического 
сайта рецептора, проявлять собственную активность в отсутствие таких агонистов или 
совмещать обе эти активности [12, 33, 34]. Ранее нами и другими авторами были разра-
ботаны аллостерические регуляторы рецептора ТТГ с различным фармакологическим 
профилем [17, 18, 20–25, 27–29], но только в одной работе был описан ПАМ (соедине-
ние NCGC00379308) для рецептора ТТГ [30]. Однако NCGC00379308 был специфичен 
в отношении β-аррестиновых каскадов и не оказывал влияния на ТТГ-индуцирован-
ную стимуляцию Gs-белков и внутриклеточный уровень цАМФ [30]. Поскольку именно 
цАМФ-зависимые каскады играют определяющую роль в контроле синтеза и конвер-
сии ТГ, в том числе путем стимуляции экспрессии генов тиреодогенеза [35–37], соеди-
нение NCGC00379308 не влияло на концентрации ТГ, что исключает возможность его 
использования для коррекции гипотиреоза. Тем самым до нашего исследования ПАМ 
рецептора ТТГ, специфичные в отношении гетеротримерных G-белков и сигнальных 
путей, ответственных за синтез и секрецию ТГ, не были описаны.

В настоящем исследовании на основе структуры ранее разработанных ТП с ак-
тивностью аллостерических регуляторов рецептора ТТГ были созданы два но-
вых соединения – TPYox и TPYmp с активностью ПАМ, способные усиливать 
ТТГ-индуцированную стимуляцию продукции ТГ, осуществляемую через сопря-
женные с рецептором ТТГ Gs-белки. Для синтеза TPYox и TPYmp была примене-
на модифицированная авторами реакция кросс-сочетания (реакция Соногаширы) 
5-амино- N-(трет-бутил)-4-(4-галогенфенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6- 
карбоксамида с ацетиленами, катализируемая тетракис(трифенилфосфин) паллади-
ем и иодидом меди (I). Это позволило получить целевые соединения с достаточно 
высоким выходом (от 43 до 63%) и степенью чистоты. Комбинация использован-
ных при синтезе TPYox и TPYmp палладий- и медь-содержащих катализаторов ока-
залась более эффективной в сравнении с йодидом [1,3-бис(2,4,6-триметилфенил)
имидазол-2-илиден]меди(I), который был ранее успешно применен нами для син-
теза триазол-содержащих ТП [25, 38]. Соединения TPYox и TPYmp, как и другие 
регуляторы трансмембранного аллостерического сайта рецептора ТТГ, характери-
зовались сравнительно высокой гидрофобностью, что необходимо для эффективно-
го преодоления сформированного гидрофобными аминокислотами внешнего входа 
в трансмембранный канал и связывания с расположенным внутри него аллостериче-
ским сайтом [14, 19, 39]. В рецепторе лютеинизирующего гормона (ЛГ), структурно 
родственном рецептору ТТГ, вход в трансмембранный канал образован более поляр-
ными аминокислотными остатками, вследствие чего регуляторы трансмембранного 
аллостерического сайта рецептора ЛГ имеют меньшую гидрофобность [12, 40, 41]. 
Эти различия вносят значимый вклад в селективность аллостерических регуляторов 
к рецепторам ТТГ и ЛГ, предотвращая их перекрестную активность [12, 25]. 

В пользу ПАМ-активности соединений TPYox и TPYmp свидетельствует их со-
ответствие следующим основным критериям для фармакологической группы ПАМ: 
отсутствие отчетливо выраженного влияния на базовую активность рецептора ТТГ 
и потенцирование стимулирующих эффектов ТРГ на уровни ТГ, на экспрессию генов 
тиреодогенеза [12, 33, 42]. При введении крысам TPYox и TPYmp концентрации ТГ 
в крови и экспрессия ключевых генов синтеза ТГ в ЩЖ крыс существенно не отли-
чались от таковых в контроле (рис. 2, 4). Исключение составляет вызываемое TPYmp 
повышение концентрации tT3 через 3.5 ч после введения и усиление экспрессии гена 
Dio2, кодирующего дейодиназу 2-го типа, что требует дальнейшего изучения, особен-
но в свете выявленного мощного потенцирующего эффекта TPYmp на стимулирую-
щий экспрессию гена Dio2 эффект ТРГ. Так, в группе TPYmp + TRH экспрессия гена 
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Dio2 повышалась в сравнении с контролем более чем в 6 раз (рис. 5). Это указывает 
на то, что TPYox и TPYmp не наделены отчетливо выраженной собственной агонисти-
ческой или антагонистической активностью, которая была выявлена нами ранее у ряда 
других ТП – TPY3m, TPY7, TP48, TPY1 и TPY5 [20–25]. 

Предобработка крыс с помощью TPYox и TPYmp не только сохраняла стимулиру-
ющие эффекты ТРГ на концентрации ТГ и экспрессию тироидальных генов, кодиру-
ющих ключевые компоненты синтеза и конверсии ТГ, но в ряде случаев их усиливала, 
что является характерным признаком ПАМ. Мы полагаем, что основной причиной 
этого является индуцированное TPYox и TPYmp изменение конформации располо-
женного в трансмембранном тоннеле рецептора аллостерического сайта, приводящее 
к повышению эффективности передачи генерируемого ТТГ сигнала от внеклеточного 
ортостерического сайта рецептора ТТГ к эффекторным компонентам ТТГ-активируе-
мого сигнального пути. Важно, что вызванные различными лигандами изменения кон-
формации аллостерического сайта рецептора ТТГ влияют не только на эффективность, 
но и на специфичность трансдукции гормонального сигнала [30], и это позволяет при 
стимуляции рецептора одним и тем же ортостерическим агонистом дифференцирован-
но регулировать внутриклеточные пути, вовлеченные в регуляцию различных эффек-
торных систем клетки-мишени.

В то же время временная динамика и характер потенцирующего влияния TPYox 
и TPYmp на эффекты ТРГ различались. TPYox значимо усиливал стимулирующие эф-
фекты ТРГ на концентрации tT4 и обеих форм Т3 через 2 ч после обработки этим ТП. 
В свою очередь TPYmp потенцировал стимулирующий эффект ТРГ на продукцию Т3 
только через 3.5 ч, в то время как потенцирующее влияние TPYox к этому времени 
исчезало. Поскольку экспрессию генов оценивали только в конце эксперимента, через 
3.5 ч после введения ТП (или через 3 ч после обработки ТРГ), то временную дина-
мику в этом случае проследить не представляется возможным. При обработке крыс 
с помощью TPYox было обнаружено усиление ТРГ-индуцированной экспрессии гена 
Tpo, который кодирует тиреопероксидазу, ответственную за окисление йода (рис. 4). 
В группе TPYmp + TRH, помимо усиления ТРГ-стимулированной экспрессии гена 
Dio2, выявлялся стимулирующий эффект ТРГ на экспрессию гена Na/I-транспортера, 
обеспечивающего активный транспорт йода из кровотока к фолликулярным клеткам 
ЩЖ, причем в отсутствие TPYmp этот эффект ТРГ не был значимым (рис. 4, 5). Необ-
ходимо отметить, что в отсутствие стимуляции крыс ТРГ, через 3.5 ч после обработки 
в группе TPYox были снижены в сравнении с группой TPYmp концентрации всех форм 
ТГ, а также экспрессия генов Tg, Tpo, Dio2 и Tshr, хотя от соответствующих показате-
лей у контрольных крыс они не отличались (рис. 2, 4, 5).

Выявленные различия между TPYox и TPYmp могут быть обусловлены низкой 
стабильностью оксиранового производного, поскольку оксирановый цикл способен 
раскрываться как в полярной (водной), так и в неполярной (гидрофобное окруже-
ние трансмембранного тоннеля рецептора) среде. Это может приводить как к новым 
производным соединения TPYox, например вследствие катализируемого эпоксидги-
дролазами раскрытия оксиранового цикла с образованием диола, так и к ковалент-
ной сшивке TPYox с рецептором или другими сигнальными белками [43, 44]. С этим 
хорошо согласуется ингибирующее влияние TPYox на концентрации ТГ через 3.5 ч 
после введения препарата в сравнении с группой TPYmp, а также ослабление в те же 
сроки потенцирующего влияния TPYox на ТРГ-стимулированные концентрации ТГ. 
Нельзя исключить и того, что TPYox может приводить к повреждению тканей, как 
это продемонстрировано для ряда других производных оксирана [45]. В связи с этим 
TPYmp, безусловно, является более перспективным и безопасным кандидатом для 
использования в качестве ПАМ рецептора ТТГ, способным усилить стимулирующие 
эффекты эндогенного ТТГ и, возможно, других ортостерических агонистов рецепто-
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ра ТТГ на систему синтеза ТГ в ЩЖ, в том числе в условиях дефицита ТГ и рези-
стентности тироцитов к действию ТТГ. 

Таким образом, нами разработано новое соединение TPYmp с активностью ПАМ 
рецептора ТТГ, которое при введении крысам усиливает стимулирующие эффекты ТРГ 
на концентрации ТГ в крови и на экспрессию ряда генов, ответственных за продукцию 
ТГ, при этом слабо влияя на тиреоидную систему в отсутствие ТРГ-стимуляции. По-
тенцирующее влияние TPYmp выявляется через 3.5 ч после введения этого соедине-
ния, что свидетельствует в пользу его стабильности. При введении крысам другого 
соединения TPYox, несмотря на его фармакологический профиль, характерный для 
ПАМ, через 3.5 ч отмечали тенденцию к снижению концентрации ТГ в крови и исчез-
новение потенцирующего влияния на эффекты ТРГ, что, как мы полагаем, обусловлено 
относительно высокой реакционной способностью оксиранового цикла и исключает 
использование TPYox для коррекции гипотиреоза в условиях клиники.
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Thyroid stimulating hormone (TSH) levels in autoimmune hypothyroidism and 
hypothyroidism caused by inactivating mutations in the TSH receptor are normal or 
elevated, which is due to increased thyroliberin (TRH)-stimulated TSH production in 
thyroid hormone (TH) deficiency. The main cause of hypothyroidism is a weakened thyroid 
response to TSH. This requires the development of approaches to increase the sensitivity 
of thyrocytes to TSH. One of them is the use of positive allosteric modulators (PAMs) of 
the TSH receptor, which enhance the effects of TSH on TH production. However, such 
PAMs are currently lacking. The aim of the work was to synthesize new thieno[2,3-d]-
pyrimidine derivatives TPYox and TPYmp with PAM activity of the TSH receptor and to 
study their effects on basal and TRH-stimulated blood TH concentration and expression 
of genes involved in TH synthesis in the rat thyroid. When administered to rats, TPYox 
and TPYmp (20 mg/kg) had little effect on blood TH concentration and expression of TH 
synthesis genes, except for an increase in tT3 concentration and expression of the Dio2 
gene encoding type 2 deiodinase when using TPYmp. At the same time, despite the absence 
of differences with the control, in the TPYox-treated group, the blood TH concentrations 
and the expression of the Tg, Tpo, Dio2, and Tshr genes decreased as compared to the 
TPYmp-treated rats, which we believe is due to the high reactivity of the oxirane cycle in 
TPYox and its inhibitory effect on some components of the thyroid system in the thyroid 
gland. Pretreatment of rats with TPYox and TPYmp preserved the stimulatory effects of 
TRH on TH concentration and thyroid gene expression, and in some cases significantly 
enhanced them. However, the dynamics and severity of the potentiating effect of TPYox 
and TPYmp differed. TPYox potentiated the stimulatory effects of TRH on blood tT4, fT3, 
and tT3 concentrations 1.5 h after TRH treatment, while TPYmp enhanced the stimulatory 
effects of TRH on fT3 and tT3 concentrations 3 h later, when the potentiating effect of 
TPYox had already disappeared. In the thyroid gland, TPYox enhanced TRH-induced Tpo 
gene expression, while TPYmp enhanced Dio2 and Nis gene expression. Based on the data 
obtained, it was concluded that the most promising drug for increasing the TSH receptor 
response to endogenous TSH is TPYmp, 5-amino-N-(tert-butyl)-4-{4-[3-(2-hydroxy-3-
morpholinopropoxy)pro-1-yn-1-yl]phenyl}-2-(methylthio)thieno[2,3-d]pyrimidine-6-
carboxamide, the first functionally active PAM of the TSH receptor that we developed. 

Keywords: thyroid stimulating hormone receptor, allosteric modulator, thyroid hormone, 
thieno[2,3-d]-pyrimidine, thyroliberin, type 2 deiodinase, thyroid system


