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Хорионический гонадотропин человека (ХГЧ) и лютеинизирующий гормон (ЛГ) регулируют тестику-
лярный стероидогенез, взаимодействуя с ортостерическим сайтом, расположенным во внеклеточном
домене рецептора ЛГ (ЛГР). Применение ХГЧ и ЛГ в медицине сопряжено с побочными эффектами,
которые обусловлены гиперактивацией ЛГ-зависимых каскадов и развитием резистентности клеток-
мишеней к эндогенным гонадотропинам вследствие снижения активности и экспрессии ЛГР. Альтер-
нативой гонадотропинам являются низкомолекулярные соединения, взаимодействующие с трансмем-
бранным аллостерическим сайтом ЛГР. Целью работы было изучить взаимосвязь между стероидоген-
ными эффектами ХГЧ и тиено[2,3-d]пиримидиновых производных (ТР) с активностью ЛГР-агонистов
и их способностью влиять на экспрессию гена Lhr, кодирующего ЛГР, in vitro при действии на первич-
ную культуру клеток Лейдига крысы и in vivo при введении самцам крыс. ХГЧ с высокой эффективно-
стью стимулировал продукцию тестостерона на ранней стадии воздействия на клетки Лейдига (через
30 мин) и при однократном введении самцам крыс (через 3 ч), превосходя по этому показателю ТР. Че-
рез 1–3 ч после обработки клеток Лейдига и при длительном введении крысам стероидогенный эффект
ХГЧ снижался и становился сопоставимым с ТР. В клетках Лейдига и семенниках крыс ХГЧ подавлял
экспрессию гена Lhr, которая в условиях in vivo частично восстанавливалась на 7–10-е сутки, что со-
провождалось небольшим повышением стероидогенного эффекта ХГЧ, но существенно ниже его зна-
чений в первый день. Обработка соединением ТР03, наиболее активным из изученных ТР, слабо вли-
яла на экспрессию гена Lhr в клетках Лейдига и значимо повышала ее в семенниках крыс при длитель-
ном введении препарата. Стероидогенный эффект ТР03 положительно коррелировал с экспрессией
гена Lhr. При обработке стареющих крыс стероидогенный эффект ТР03 снижался, что было ассоции-
ровано с отсутствием его стимулирующего эффекта на экспрессию ЛГР. Таким образом, при длитель-
ном введении ТР оказывают умеренно выраженный, стабильный во времени, стимулирующий эффект
на продукцию тестостерона, но не снижают экспрессию ЛГР, что предотвращает резистентность се-
менников к эндогенным гонадотропинам при стимуляции стероидогенеза.
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ВВЕДЕНИЕ
Эндогенными стимуляторами рецептора люте-

инизирующего гормона (ЛГР), относящегося к су-
персемейству G-белок-сопряженных рецепторов,
являются продуцируемые лютеотропоцитами аде-
ногипофиза гонадотропины – лютеинизирующий
гормон (ЛГ) и гипофизарная форма хорионическо-
го гонадотропина человека (ХГЧ). Они связывают-

ся с высокоаффинным ортостерическим сайтом,
который расположен в значительном по размеру
внеклеточном домене рецептора [1]. Результатом
такого связывания является активация Gs-белков,
ответственных за стимуляцию аденилатциклазы и
цАМФ-зависимых путей, и Gq/11-белков, осу-
ществляющих стимуляцию фосфолипазы С и каль-
ций-зависимых путей, а также активация регуля-
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торных белков β-аррестинов, контролирующих
лиганд-опосредуемый эндоцитоз ЛГР и стимуля-
цию каскада митогенактивируемых протеинкиназ
[2, 3]. Несмотря на структурное сходство и связы-
вание с одним и тем же рецептором, ЛГ и ХГЧ
функционально различаются, что обусловлено
различными путями эволюции их молекул у млеко-
питающих, которые привели к дивергенции сиг-
нальных путей и внутримолекулярных мишеней
ЛГ и ХГЧ у приматов и человека [4]. Так, ЛГ в боль-
шей степени контролирует каскад митогенактиви-
руемых протеинкиназ и 3-фосфоинозитидные кас-
кады, в то время как ХГЧ является мощным стиму-
лятором цАМФ-зависимых путей и зависимого от
них стероидогенеза.

В медицине для активации рецептора ЛГ обыч-
но используют выделяемый из мочи беременных
женщин плацентарный ХГЧ [5, 6]. Несмотря на
высокую активность ХГЧ, при длительном исполь-
зовании его фармакологических доз отмечают де-
сенситизацию ЛГР и развитие резистентности тка-
ней-мишеней к эндогенным гонадотропинам, по-
давление активности гипоталамо-гипофизарно-
гонадной оси, активацию пролиферативных про-
цессов в гонадах, что может привести к злокаче-
ственному перерождению клеток. Вследствие это-
го последние годы разрабатываются аллостериче-
ские агонисты и положительные модуляторы ЛГР,
которые специфично, хотя и с более низким срод-
ством в сравнении с гонадотропинами, взаимодей-
ствуют с ЛГР. Их мишенями являются аллостери-
ческие сайты, расположенные как в трансмем-
бранном канале ЛГР [7, 8], так и в его
цитоплазматических петлях [9, 10]. Следует отме-
тить, что в большинстве эволюционно древних G-
белок-сопряженных рецепторов ортостерический
сайт локализован внутри трансмембранного доме-
на. Вследствие этого предполагают, что в процессе
эволюции ЛГР и других рецепторов гликопротеи-
новых гипофизарных гормонов произошла инвер-
сия ортостерического сайта в аллостерический,
причем это произошло сравнительно недавно, что
предопределяет появление таких рецепторов толь-
ко у позвоночных животных [11, 12].

Наибольший интерес среди аллостерических
регуляторов ЛГР представляют низкомолекуляр-
ные полные агонисты трансмембранного аллосте-
рического сайта рецептора, сконструированные на
основе тиено[2,3-d]пиримидинов [7, 13, 14]. В
условиях in vivo при однократном введении самцам
крыс даже наиболее активные тиено[2,3-d]пири-
мидиновые производные (ТР) существенно усту-
пали ХГЧ по способности стимулировать про-
дукцию тестостерона [15–17]. В то же время при
длительном введении отмечали сближение стеро-
идогенных эффектов аллостерических агонистов и
гонадотропина, что может быть обусловлено сни-
жением чувствительности клеток Лейдига к стиму-
ляции гонадотропинами в условиях ХГЧ-индуци-

рованной стимуляции стероидогенеза. Имеются
основания полагать, что основной причиной этого
являются разнонаправленные изменения экспрес-
сии ЛГР в семенниках крыс, обработанных ТР и
ХГЧ.

Одним из основных направлений применения
гонадотропинов для коррекции мужских репро-
дуктивных дисфункций в клинике является лече-
ние различных форм гипогонадотропных состоя-
ний, а также предотвращение возрастного ослабле-
ния стероидогенной функции. Если при лечении
гипогонадотропного гипогонадизма чувствитель-
ность ЛГР к действию ЛГ, как правило, сохраняет-
ся и снижается только в процессе длительной гона-
дотропиновой терапии, то основной причиной
возрастного андрогенного дефицита является ре-
зистентность клеток Лейдига к действию ЛГ [18],
что делает терапию гонадотропинами в этом случае
малоэффективной. Именно этим обусловлено
снижение при старении продукции тестостерона
клетками Лейдига [19]. Вследствие этого примене-
ние аллостерических регуляторов ЛГР могло бы
стать хорошей альтернативой препаратам ЛГ и
ХГЧ.

Целью настоящей работы было сравнительное
изучение влияния однократного и длительного
введения самцам крыс разработанных нами ТР и
гонадотропина (ХГЧ) на продукцию тестостерона
и интратестикулярную экспрессию гена, кодирую-
щего ЛГР. При этом в случае пятидневного введе-
ния одного из таких производных (ТР03) и ХГЧ ис-
следовали молодых и стареющих животных с
ослабленной стероидогенной функцией, а также с
помощью иммуногистохимического подхода оце-
нивали у них количество и распределение ЛГР в се-
менниках. Изучали также кратковременные эф-
фекты ТР03 и ХГЧ на уровни тестостерона и экс-
прессию рецептора ЛГ в условиях in vitro при их
инкубации с первичной культурой клеток Лейдига
крысы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для экспериментов были взяты самцы крыс
Wistar возраста 3–4 и 18 месяцев, которых содержа-
ли на стандартном рационе со свободным досту-
пом к воде и пище. Все процедуры проводили в со-
ответствии с правилами, разработанными и утвер-
жденными Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН
(15.02.2018 г.), и 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”.

Синтез ТР – соединений 5-амино-N-(трет-бу-
тил)-2-(метилтио)-4-(3-(никотинамидо)фе-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида
(TP03), 5-амино-N-трет-бутил-4-(3-(1-метил-
1H-пиразол-4-карбоксамидо)фенил)-2-(метил-
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сульфанил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбокса-
мида (TP04) и 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(2-
метоксиникотинамидо)фенил)-2-(метилтио)тие-
но[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (TP21), осу-
ществляли путем ацилирования 5-амино-4-(3-
аминофенил)-N-трет-бутил-2-(метилсульфа-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида, как
описано ранее [20, 21]. Структуру синтезирован-
ных соединений подтверждали с помощью 1H-
ЯМР-спектроскопии, используя спектрометр
Bruker Avance III 400 (“Bruker”, Германия) и масс-
спектрометрию высокого разрешения, используя
спектрометр micrOTOF (“Bruker”, Германия).

В каждом эксперименте использовали по шесть
самцов крыс Wistar одинакового возраста, со сход-
ной массой тела и без видимых признаков патоло-
гии. ТР растворяли в ДМСО и вводили в/б, одно-
кратно или в течение нескольких дней (инъекции
выполняли ежедневно в 11.00) в суточных дозах
15 мг/кг/сутки для ТР03 и ТР04 и 25 мг/кг/сутки
для ТР21. ХГЧ (“Московский эндокринологиче-
ский завод”, Россия) вводили подкожно в те же
сроки в суточной дозе 50 МЕ/крысу. Используе-
мые дозы препаратов соответствовали тем дозам,
которые, по результатам предварительных экспе-
риментов, вызывали эффект, соответствующий
половине максимального стероидогенного эффек-
та TP. Контрольным крысам вместо препаратов
вводили ДМСО. Уровень тестостерона оценивали
через 3 ч после введения препаратов, перед декапи-
тацией, учитывая то, что в этот период времени
стероидогенный эффект гонадотропина еще не
снижался, а эффект ТР03, ТР04 и ТР21 выходил на
плато. Образцы крови для измерения уровня тесто-
стерона получали из хвостовой вены, наркотизи-
руя крыс с помощью 2%-ного раствора лидокаина
(2–4 мг/кг массы тела). Концентрацию тестостеро-
на определяли с помощью набора “Тестостерон-
ИФА” (“Алкор-Био”, Россия) и спектрофотометра
“Anthos Absorbance Reader 2020” (“Anthos Labtec
Instruments”, Австрия). После забора крови на те-
стостерон, через 3 ч после последней инъекции
препаратов, крыс наркотизировали с помощью ин-
галяции 4–5% (v/v) изофлураном и забирали у них
яички для оценки в них экспрессии генов ЛГР и
проведения иммуногистохимического анализа се-
менных канальцев.

Частично очищенные клетки Лейдига выделяли
из семенников самцов крыс в соответствии с мето-
дом [22], как описано ранее [23]. Крыс наркотизи-
ровали 4–5%-ным изофлураном, декапитировали
и извлекали семенники, которые затем декапсули-
ровали и промывали раствором Хенкса, содержа-
щим 20 мМ Na-HEPES-буфер (pH 7.4), 0.1% БСА и
0.025 мг/мл ингибитора трипсина (буфер А). В те-
чение 5–10 мин при 34°С проводили диссоциацию
клеток семенников с помощью коллагеназы
(0.25 мг/мл). Эту процедуру останавливали добав-
лением пятикратного объема буфера А, удаляли се-

менные канальцы пропусканием образовавшейся
суспензии через нейлоновый фильтр (d = 100 мкм).
Фильтрат центрифугировали (200 g, 10 мин), и оса-
жденные клетки дважды промывали буфером А.
Полученная фракция клеток, наряду с клетками
Лейдига, в небольшом количестве содержала гер-
минативные клетки, сперматозоиды и эритроци-
ты. Клетки суспендировали в среде инкубации
DMEM/F12 в соотношении 1:1, вносили в 24-лу-
ночные планшеты и инкубировали с ТР03 (в
ДМСО) или ХГЧ (в физиологическом растворе)
при температуре 37°С в атмосфере, содержащей 5%
СО2. Продолжительность инкубации составила
30 мин, 1 и 3 ч. В контрольные пробы добавляли
ДМСО. После обработки клеток ТР03 или ХГЧ со-
держимое лунок центрифугировали (10000 g,
5 мин), супернатант отбирали и использовали для
определения концентрации тестостерона в инку-
бационной среде с помощью набора “Тестостерон-
ИФА” (“Алкор-Био”, Россия).

Экспрессию мРНК гена Lhr, кодирующего ЛГР,
в семенниках крыс (in vivo) или в осажденных пу-
тем центрифугирования (10000 g, 5 мин) культиви-
руемых клетках Лейдига (in vitro) оценивали с по-
мощью количественной ПЦР в реальном времени,
как описано ранее [24]. Для этого из семенников с
помощью реагента ExtraRNA (“Evrogen”, Россия)
выделяли тотальную РНК. Обратную транскрип-
цию проводили, используя набор “MMLV RT Kit”
(“Evrogen”, Россия). Для количественной оценки
экспрессии гена Lhr использовали амплификатор
7500 Real-Time PCR System (“Thermo Fisher Scien-
tific Inc.”, США) и праймеры CTGCGCTGTCCT-
GGCC (For) и CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA
(Rev). В качестве референсного использовали ген
β-актина (Actb). Результаты анализировали с помо-
щью порогового метода ΔΔСt и программного
обеспечения 7500 Software v2.0.6 и Expression Suite
Software v1.0.3. Значения RQ рассчитывали по от-
ношению к контролю.

Для иммуногистохимического анализа ЛГР се-
менники фиксировали в течение 48 ч (+4°C) в 4%-
ном растворе пара-формальдегида (“Sigma”,
США), промывали 0.9% натрий-фосфатным буфе-
ром (PBS), погружали в PBS, содержащий 30% са-
харозу (4°C) и замораживали на сухом льду с ис-
пользованием среды Tissue-Tek® (“Sacura Finetek
Europe”, Нидерланды). Серии поперечных срезов
из различных уровней яичка (6 мкм) готовили с по-
мощью криостата Leiсa CM-1520 (“Leica Microsys-
tems”, Германия) и монтировали на стеклах Super-
Frost/plus (“Menzel”, Германия). В дальнейшем
срезы промывали PBS, обрабатывали 0.6% переки-
сью водорода в PBS (30 мин) для блокирования ак-
тивности эндогенной пероксидазы, снова промы-
вали PBS (10 мин), а затем тем же буфером, но со-
держащим 0.1% Тритон X-100 (PBST) (20 мин).
Далее срезы инкубировали в течение 1 ч в блокиру-
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ющем растворе (3% сыворотки козы и 2% БСА в
PBST). Инкубацию с первичными поликлональ-
ными антителами кролика к ЛГР крысы (“LSBio”,
США) осуществляли в 1% блокирующем растворе
в разведении 1:1000 в течение ночи при комнатной
температуре. После отмывки в PBST (40 мин) сре-
зы инкубировали в течение 1 ч в PBST с вторичны-
ми биотинилированными антителами козы против
IgG кролика (“VectorLabs”, Великобритания) в
разведении 1 : 500. Затем срезы в течение 30 мин
промывали с помощью PBS и инкубировали в тече-
ние 1 ч в PBS, содержащем стрептавидин-перокси-
дазу (“BioLegend”, США) (разведение 1 : 700). По-
сле промывки в PBS срезы обрабатывали PBS, со-
держащим 0.03% перекиси водорода и 0.05% 3,3'-
диаминобензидина (“Sigma-Aldrich”, США). Реак-
цию останавливали промывкой дистиллированной
водой, после чего срезы помещали под покровное
стекло с глицерином. Специфичность иммунной
реакции контролировали с помощью отрицатель-
ного контроля (реакция в отсутствие антител).
Микрофотографии (по 20 для каждого животного)
с разных уровней семенников были получены с по-
мощью микроскопа “Carl Zeiss Imager A1” (объек-
тив ×20, “Carl Zeiss”, Германия) с одинаковыми
оптическими характеристиками для исследуемых
групп животных. Оптические плотности определя-
ли количественно с помощью программы Image J
NIH Analysis (“NIH”, США). На каждой микрофо-
тографии анализировали пять различных участков
семенных канальцев и определяли оптическую
плотность ЛГР-иммунопозитивного материала,
которую выражали в условных единицах. Результа-
ты нормировали относительно контроля, принято-
го за 1.00.

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
Концентрация тестостерона в инкубационной

среде культуры клеток Лейдига, обработанных
10 мкМ ТР03, статистически значимо повышалась
через 30 мин, 1 и 3 ч (p < 0.05). При этом стероидо-
генный эффект ХГЧ (1 МЕ/мл) развивался быст-
рее, и через 30 мин прирост уровня тестостерона,
вызываемый гонадотропином, был в три раза выше
эффекта ТР03. Однако в дальнейшем эффект ХГЧ
нарастал медленнее, чем таковой ТР03 (рис. 1а).
Вследствие этого значения AUC0.5–3, представляю-
щие собой интегрированную площадь под кривой

“концентрация тестостерона (нМ) – время (ч)”,
для ТР03 и ХГЧ были сходными и составили 150 ± 8 и
167 ± 6 соответственно. При обработке ТР03 и ХГЧ
отмечали снижение экспрессии гена Lhr, кодирую-
щего ЛГР, но оно было выражено в большей степе-
ни в случае гонадотропина и через 1 и 3 ч экспрес-
сия гена Lhr в клетках Лейдига, обработанных
ТР03, была выше таковой в сравнении с клетками,
обработанными ХГЧ (рис. 1b). Эти данные свиде-
тельствуют о том, что при действии на культивиру-
емые клетки Лейдига как аллостерический, так и
ортостерический агонисты ЛГР, взятые в концен-
трациях, вызывающих полумаксимальный стерои-
догенный ответ, с одинаковой эффективностью
стимулируют продукцию тестостерона, а также
снижают экспрессию гена Lhr, причем ингибирую-
щее влияние гонадотропина выражено в большей
степени.

В экспериментах in vivo при введении поло-
возрелым трехмесячным самцам крыс ТР наблюда-
ли существенные различия в их эффектах на про-
дукцию тестостерона и экспрессию гена ЛГР в
семенниках. При однократном введении стерои-
догенный эффект ХГЧ (50 МЕ/крысу, п/к) превос-
ходил эффекты ТР03, ТР04 (оба – 15 мг/кг, в/б) и
ТР21 (25 мг/кг, в/б) (табл. 1), в то время как при
трехдневном введении стероидогеные эффекты ТР
и гонадотропина существенно не различались
(табл. 1). Исключение составляло только соедине-
ние ТР21, которое по своему стероидогенному эф-
фекту в третий день обработки уступало ХГЧ и
ТР03 (табл. 1). Через 3 ч после однократного введе-
ния ТР03, ТР04 и ТР21 экспрессия гена Lhr не ме-
нялась, в то время как в случае гонадотропина она
снижалась в два раза (табл. 1). На третьи сутки об-
работки отмечали почти полное подавление экс-
прессии гена Lhr в группе с обработкой ХГЧ, и, на-
против, ее повышение в группе с обработкой ТР03.
При этом в группах, которым вводили ТР04 и ТР21,
экспрессия гена рецептора ЛГ либо не менялась
(ТР04), либо имела тенденцию к снижению (ТР21)
(табл. 1). При этом отчетливо прослеживается вза-
имосвязь между величиной стероидогенного эф-
фекта и уровнем экспрессии гена Lhr.

На примере соединения ТР03 показано, что при
длительной, в течение 10 дней, обработке самцов
крыс стероидогенный эффект ТР03 менялся слабо
(рис. 2а). Экспрессия гена Lhr, увеличиваясь на
третий день введения, в дальнейшем оставалась
повышенной (рис. 2b). Только на 10-й день обра-
ботки отмечали небольшое снижение уровня те-
стостерона и экспрессии гена ЛГР (рис. 2). Стеро-
идогенный эффект ХГЧ на третий день снижался в
сравнении с первым днем обработки, и только на
7-й и 10-й дни в небольшой степени восстанавли-
вался (рис. 2а). В то же время экспрессия гена Lhr,
достигнув минимума на третий день, затем начина-
ла постепенно повышаться и на 10-й день уже зна-
чимо не отличалась от контроля (рис. 2b). Рассчи-
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танные значения AUC1–10(test) для продукции тесто-
стерона (интегрированная площадь под кривой
“концентрация тестостерона (нМ) – время (дни)”)
в группах с обработкой ТР03 и ХГЧ составили
664 ± 22 и 741 ± 32 и статистически значимо не раз-
личались, существенно превышая этот показатель
в контроле (145 ± 6, p < 0.05). Значение AUC1–10(expr)

для экспрессии гена Lhr (интегрированная пло-
щадь под кривой “RQ (отн. ед.) – время (дни)”) в
группе с обработкой ХГЧ (5.0 ± 0.3) было достовер-
но ниже значений AUC1–10(expr) как в контроле (9.1 ±
± 0.2), так и в группе с обработкой ТР03 (18.9 ± 0.9).
Таким образом, стероидогенный эффект ТР03 был
более устойчивым во времени, чем эффект ХГЧ, а
обработка крыс аллостерическим агонистом со-

провождалась не снижением, а повышением тести-
кулярной экспрессии гена, кодирующего ЛГР.

На заключительном этапе исследовали влияние
пятидневного введения ТР03 и ХГЧ на стероидоге-
нез, тестикулярную экспрессию гена Lhr, а также
на плотность и распределение ЛГР-иммунопози-
тивного материала в семенниках трехмесячных
(контроль) и стареющих (18 мес) самцов крыс. Не-
смотря на снижение базового уровня тестостерона
в крови стареющих животных, стероидогенные эф-
фекты ТР03 и ХГЧ у них сохранялись, хотя в группе

Рис. 1. Влияние инкубации первичной культуры клеток
Лейдига крысы с аллостерическим агонистом ТР03 и
гонадотропином на содержание тестостерона в инкуба-
ционной среде (а) и экспрессию гена рецептора лютеи-
низирующего гормона (b). a – различия между контро-
лем и группами с обработкой ТР03 и ХГЧ статистиче-
ски значимы при p < 0.05; b – различия между группами
с обработкой ТР03 и ХГЧ статистически значимы при
p < 0.05. Данные представлены в виде M ± SEM, n = 6.
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Рис. 2. Влияние однодневной и длительной обработки
самцов крыс с помощью ТР03 и ХГЧ на уровень тесто-
стерона в крови (а) и экспрессию гена рецептора люте-
инизирующего гормона в семенниках (b). Оценку уров-
ня тестостерона и определение экспрессии гена Lhr
проводили через 3 ч после введения препаратов. a –
различия между контролем и группами с обработкой
ТР03 и ХГЧ статистически значимы при p < 0.05; b –
различия между группами с обработкой ТР03 и ХГЧ
статистически значимы при p < 0.05. Данные представ-
лены в виде M ± SEM, n = 6.
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Ст + ТР уровень тестостерона был существенно
ниже, чем в группе К + ТР (рис. 3). В семенниках
стареющих крыс не было выявлено повышения
экспрессии гена Lhr при обработке ТР03, но в той
же степени, как и в контроле, была снижена экс-
прессия этого гена при обработке гонадотропином
(рис. 3).

Иммуногистохимический анализ семенников
трехмесячных крыс показал, что обработка ТР03
приводила к увеличению количества ЛГР-иммуно-
позитивного материала в семенных канальцах, в то
время как обработка ХГЧ на него не влияла
(рис. 4a–c, рис. 5). У стареющих крыс число ЛГР
существенно не менялось в сравнении с контро-
лем, а их обработка ТР03 и ХГЧ снижала количе-
ство ЛГР-иммунопозитивного материала, в наиболь-
шей степени в случае гонадотропина (рис. 4d–f, 5).
Несмотря на то, что наибольшее количество ЛГР
локализовано в клетках Лейдига, основных мише-
нях ЛГ, ЛГР-иммунопозитивный материал также
выявлен в головках созревающих сперматозоидов
(рис. 4a–c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Регуляторные эффекты гонадотропинов с ЛГ-
подобной активностью – ЛГ, гипофизарной фор-
мы ЛГ и плацентарного ХГЧ, а также низкомолеку-
лярных аллостерических агонистов на основе тие-
но[2,3-d]пиримидинов реализуются через ЛГР [2,
3, 6]. Гонадотропины специфично связываются с
внеклеточным доменом ЛГР, где локализован вы-
сокоаффинный ортостерический сайт, и потому их
относят к ортостерическим лигандам, в то время

как ТР проникают внутрь трансмембранного кана-
ла ЛГР и взаимодействуют с локализованным там
аллостерическим сайтом, вследствие чего их отно-
сят к аллостерическим агонистам этого рецептора
[2, 7, 8, 25]. С одной стороны, в обоих случаях про-
исходит переход ЛГР в активную конформацию, в
которой он приобретает способность функцио-
нально взаимодействовать с нижележащими транс-
дукторными белками – G-белками и β-аррестина-
ми, и вызывать ЛГ-зависимые ответы в клетке-ми-
шени. С другой стороны, гонадотропины стабили-
зируют множество активных конформаций ЛГР,
стимулируя сразу несколько внутриклеточных ми-
шеней, в том числе ответственных за десенсити-
зацию и даун-регуляцию ЛГР, в то время как ал-
лостерические агонисты стабилизируют преиму-
щественно одну активную конформацию ЛГР и
потому являются избирательными в отношении
ЛГ-зависимых путей [7, 8, 26]. При этом даже в
случае ЛГ и ХГЧ наблюдается определенная из-
бирательность активации ими внутриклеточных
мишеней, которая сформировалась в процессе
коэволюции этих гормонов и специфичного к
ним рецептора. Предполагают, что эта избира-
тельность обусловлена различным паттерном ал-
лостерических влияний на гормон-связанную
форму ЛГР [4].

Избирательность регуляции внутриклеточных
каскадов является общим свойством аллостери-
ческих регуляторов G-белок-сопряженных ре-
цепторов [27, 28]. Это является следствием про-
исходящей в процессе эволюции аллостериче-
ских влияний на паттерн активных конформаций
рецепторов [28]. Другим важным отличием алло-

Таблица 1. Влияние однократной и трехдневной обработки самцов крыс с помощью ТР03, ТР04 и ТР21 и гонадотро-
пина на уровень тестостерона в крови и экспрессию гена рецептора лютеинизирующего гормона в семенниках

Примечание. Оценка уровня тестостерона и определение экспрессии гена Lhr проводились через 3 ч после введения препаратов.
a – различия между контролем и группами с обработкой ХГЧ или ТР статистически значимы при p < 0.05; b – различия между
группами с обработкой ХГЧ и ТР статистически значимы при p < 0.05; c – различия между группами с обработкой ТР03 и ТР04
или ТР21 статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены в виде M ± SEM, n = 6.

Контроль, 
ДМСО/ 

Control, DMSO

ХГЧ, 50 
МЕ/крысу/ 

hCG, 50 IU/rat

ТР03, 15 
мг/кг/mg/kg

ТР04, 15 
мг/кг/mg/kg

ТР21, 25 
мг/кг/mg/kg

Уровень тестостерона в крови, нМ/Testosterone level in the blood, nM

Однократное введение/Single administration 17.4 ± 1.4 121.6 ± 9.0 a 63.6 ± 5.5 a,b 52.5 ± 2.8 a,b 47.8 ± 2.4 a,b

Трехдневное введение/3-day administration 15.1 ± 1.1 68.2 ± 5.1 a 76.9 ± 7.1 a 57.0 ± 2.8 a 43.4 ± 4.8 a,b,c

Экспрессия гена Lhr, RQ, отн. Ед/The expression of Lhr gene, RQ, arbitrary units

Однократное введение/Single administration 1.01 ± 0.03 0.49 ± 0.08 a 0.89 ± 0.05 0.94 ± 0.05 0.84 ± 0.06

Трехдневное введение/3-day administration 1.03 ± 0.06 0.17 ± 0.02 a 1.68 ± 0.12 a,b 1.12 ± 0.11 b,c 0.74 ± 0.08 b,c
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стерических агонистов от лигандов ортостериче-
ского сайта является более мягкая стимуляция
внутриклеточных эффекторов, что обусловлено
более низким сродством аллостерических агони-
стов к рецептору [28–30]. Принято считать, что
природные аллостерические агонисты эволюцио-
нировали от положительных аллостерических мо-
дуляторов, постепенно приобретая функции аго-
нистов. В случае ТР показано, что они способны

усиливать регуляторные эффекты низких концен-
траций ХГЧ, оказывая на ЛГ-зависимый сигналинг
потенцирующее действие и проявляя тем самым
свойства как агонистов, так и положительных мо-
дуляторов [25].

Нами показано, что ТР03, имеющий наиболь-
ший стероидогенный эффект среди разработанных
низкомолекулярных агонистов ЛГР, по активно-
сти уступает ХГЧ на ранней стадии инкубации с
клетками Лейдига (в первые 30 мин) и при одно-
кратном введении самцам крыс (через 3 ч). Ранее
нами было показано, что ТР в существенно мень-
шей степени стимулируют активность аденилат-
циклазы в тестикулярных мембранах, выделенных
из семенников крысы, в сравнении с гонадотропи-
ном [14, 20, 21]. В то же время повышение длитель-
ности воздействия на клетки-мишени приводит к
существенному изменению соотношений стиму-
лирующих эффектов ТР и ХГЧ. Так, уже через 3 ч
после инкубации клеток Лейдига с ТР03 его стеро-
идогенный эффект не уступал таковому гонадотро-
пина (рис. 1). При введении ТР самцам крыс в те-
чение 3 и более дней их стероидогенные эффекты
были сопоставимы с таковыми гонадотропина,
причем это было справедливо как для контроль-
ных, так и стареющих животных (табл. 1, рис. 2–4).
Одной из основных причин этого является сниже-
ние экспрессии гена, кодирующего ЛГР, в семен-
никах крыс, многократно обработанных гонадо-
тропином, а также в клетках Лейдига, инкубиро-
ванных с ХГЧ в течение 1 ч и более. При этом ТР не
снижали экспрессию гена Lhr, и более того, как
продемонстрировано нами для ТР03, повышали ее
при длительном введении самцам крыс. Необходи-
мо отметить, что в случае длительного введения го-
надотропина, на 7-й и 10-й дни обработки, экс-
прессия гена Lhr начинала восстанавливаться, что
сопровождалось плавным повышением стероидо-
генного эффекта ХГЧ, хотя и сильно уступающего
таковому в первый день обработки.

Важнейшим фактором, вызывающим ослаб-
ление экспрессии ЛГР, является вызываемая го-
надотропином гиперактивация цАМФ-зависи-
мых каскадов, которая происходит на ранних
стадиях обработки клеток Лейдига в условиях in
vitro и самцов крыс в условиях in vivo. Недавно
было показано, что индуцированная ХГЧ актива-
ция цАМФ-зависимых путей и их основного эф-
фекторного звена, протеинкиназы А, в клетках
Лейдига повышает экспрессию фарнезоидного
рецептора-α (Farnesoid-X-Receptor alpha, FXRα),
основного рецептора желчных кислот. Этот ре-
цептор в семенниках функционирует как тран-
скрипционный фактор, являясь негативным ре-
гулятором экспрессии гена Lhr [31–33]. Тем са-
мым реализуется короткая отрицательная
обратная связь между повышением уровня
цАМФ в клетках Лейдига в ответ на стимуляцию
гонадотропином и снижением гормональной

Рис. 3. Уровни тестостерона и экспрессия рецептора ЛГ
у контрольных и стареющих, 18-тимесячных крыс, и
влияние на них обработки ТР03 и ХГЧ в течение 5 дней.
a – различия между группами контрольных и старею-
щих крыс статистически значимы при p < 0.05; b – раз-
личия между группами крыс с обработкой ТР03 или
ХГЧ и без таковой статистически значимы при p < 0.05;
c – различия между группами, обработанными ТР03 и
ХГЧ статистически значимы при p < 0.05.
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чувствительности этих клеток [32]. ТР более мяг-
ко стимулируют продукцию цАМФ на ранних
стадиях воздействия на клетки-мишени [20, 21],
и тем самым не вызывают гиперактивации про-
теинкиназы А. Базируясь на этом и на обнару-

женном нами сохранении и даже повышении
экспрессии гена Lhr, имеются все основания по-
лагать, что ТР03 и, возможно, другие ТР слабо
влияют на активность фактора FXRα, предотвра-
щая тем самым его ингибирующее влияние на
экспрессию ЛГР.

В пользу взаимосвязи между стимулирующим
эффектом ТР на продукцию тестостерона и их вли-
янием на экспрессию гена Lhr свидетельствуют
данные по сравнительному анализу эффективно-
сти ТР03, ТР04 и ТР21 при их трехдневном введе-
нии самцам крыс. ТР03 имел наиболее выражен-
ный стероидогенный эффект и при этом повышал
экспрессию гена Lhr, в то время как ТР21 был наи-
менее активным стимулятором продукции тесто-
стерона, и это было ассоциировано со снижением
экспрессии ЛГР (табл. 1). В случае ХГЧ отмечали
значительное подавление экспрессии гена Lhr,
но стероидогенный эффект гонадотропина был
сопоставимым с таковым ТР03. Это может быть
обусловлено тем, что для умеренно выраженной,
стабильной во времени, стимуляции ЛГ-зависи-
мых путей в случае воздействия высокоактивного
ортостерического агониста достаточно небольшо-
го количества ЛГР в клетках Лейдига. Тем самым
при обработке ХГЧ в семенниках крыс запускают-
ся компенсаторные механизмы, которые направ-
лены на предотвращение гиперпродукции тесто-
стерона, и поддерживают стероидогенез на уровне,
который сопоставим с таковым при воздействии
ТР.

Рис. 4. Иммуномечение рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР) в семенниках трехмесячных (контроль) и старею-
щих самцов крыс Wistar и влияние на него пятидневной обработки с помощью ТР03 и ХГЧ. a – C (К), b – C + TP (К +
+ ТР), c – C + hCG (К + ХГЧ), d – Ag (Ст) , e – Ag + TP (Ст + ТР), f – Ag + hCG (Ст + ХГЧ). Черные стрелки указывают
на ЛГР-иммунопозитивность в клетках Лейдига, локализованных вокруг сосудов и капилляров между извитыми семен-
ными канальцами. Пунктирные стрелки указывают на ЛГР-иммунопозитивность в головках сперматозоидов. Масштаб,
100 мкм.

(a) (b) (c)

(b) (e) (f)

Рис. 5. Количество рецептора ЛГ в клетках Лейдига
трехмесячных (контроль) и стареющих самцов крыс по
данным иммуногистохимического анализа и влияние
на него обработки ТР03 и ХГЧ. По оси ординат – опти-
ческая плотность в условных единицах. a – различия с
контролем статистически значимы при p < 0.05; b – раз-
личия между стареющими крысами без введения пре-
паратов и с введением ТР03 и ХГЧ статистически зна-
чимы при p < 0.05; c – различие между группами, обра-
ботанными ТР03 и ХГЧ, статистически значимы при
p < 0.05.

Ag+hCGAg+TPAgC+hCGC+TPC

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

a, b
a, b

a, c

a



132

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 2  2021

БАХТЮКОВ и др.

У стареющих крыс базовая продукция тестосте-
рона снижалась, что является характерным при-
знаком возрастного ослабления тестикулярной
функции [15, 34–36]. При этом нами показано, что
стероидогенный эффект ХГЧ при его введении ста-
реющим животным в течение пяти дней сохранял-
ся, в то время как соответствующий эффект ТР03
снижался. Это снижение было ассоциировано с от-
сутствием стимулирующего влияния ТР03 на те-
стикулярную экспрессию гена Lhr. Следует отме-
тить, что экспрессия этого гена у контрольных и
стареющих крыс, получавших ХГЧ, была сходной
(рис. 3). Иммуногистохимические исследования
показали, что в семенниках трехмесячных крыс,
получавших ТР03, количество ЛГР-иммунопози-
тивного материала повышалось, в то время как у
стареющих животных оно было снижено (рис. 4, 5).
При этом количество ЛГР-иммунопозитивного
материала в семенниках крыс, получавших ХГЧ,
снижалось как у молодых, так и у стареющих жи-
вотных (рис. 4, 5). Одними из причин изменений
стимулирующего эффекта ТР03 на экспрессию
ЛГР у стареющих крыс могут быть функциональ-
ные изменения в тестикулярных гормональных си-
стемах, в первую очередь в аденилатциклазной си-
стеме и цАМФ-зависимых сигнальных путях [37–
40], а также нарушение рибосомального синтеза и
посттрансляционного процессинга тестикулярных
белков, что характерно для старения и обусловлено
усилением окислительного стресса, воспаления,
стресса эндоплазматического ретикулума в семен-
никах [41, 42].

Таким образом, нами впервые показано, что ал-
лостерические агонисты ЛГР на основе тиено[2,3-
d]пиримидина как при однократном, так и при
длительном введении самцам крыс вызывают уме-
ренно выраженный стероидогенный эффект, но
при этом не подавляют экспрессии гена Lhr, а в
случае наиболее активного соединения ТР03 повы-
шают экспрессию этого гена. Это отличает их от
ХГЧ, стероидогенный эффект которого в первый
день обработки достигает максимума, затем в зна-
чительной степени ослабевает, что ассоциировано
с подавлением экспрессии гена Lhr, и только через
7 дней начинает постепенно восстанавливаться,
что обусловлено нормализацией экспрессии ЛГР.
Различия в динамике эффектов ТР03 и ХГЧ вос-
производятся и в условиях in vitro при воздействии
на систему стероидогенеза и экспрессию гена ЛГР
в первичной культуре клеток Лейдига. Показано,
что структурно различные ТР различаются по сте-
роидогенным эффектам и влиянию на экспрессию
гена Lhr, что, вероятно, обусловлено особенностя-
ми их взаимодействия с трансмембранным алло-
стерическим сайтом ЛГР. В семенниках старею-
щих крыс стероидогенный эффект ТР03 при его
длительном введении ослабевал, что было ассоци-
ировано с исчезновением его стимулирующего эф-
фекта на экспрессию ЛГР. Все вышесказанное поз-

воляет сделать вывод, что при длительном введе-
нии ТР умеренно стимулируют тестикулярный
стероидогенез и не вызывают снижения экспрес-
сии ЛГР, что важно для предотвращения разви-
тия резистентности семенников к эндогенным
гонадотропинам в условиях фармакологической
стимуляции стероидогенеза. Этот вывод важен в
плане использования аллостерических агони-
стов ЛГР во вспомогательных репродуктивных
технологиях, поскольку препараты ХГЧ и реком-
бинантного ЛГ при их введении женщинам с це-
лью обеспечения нормального созревания фол-
ликулов и индукции овуляции вызывают син-
дром гиперстимуляции яичников, как результат
гиперактивации ЛГ-зависимых систем, и прово-
цируют развитие резистентности яичников к го-
надотропинам [2, 6, 43, 44].
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THE INFLUENCE OF LOW-MOLECULAR-WEIGHT ALLOSTERIC AGONISTS 
OF THE LUTEINIZING HORMONE RECEPTOR ON ITS EXPRESSION 

AND DISTRIBUTION IN RAT TESTES
A. A.  Bakhtyukova, K. V. Derkacha, I. V. Romanovaa, V. N. Sorokoumova,b, T. V. Sokolovaa,

A. I. Govdi a,b, I. Yu. Morinaa, A. A. Perminovaa,c, and A. O. Shpakova,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia

c Almazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russia
#e-mail: alex_shpakov@list.ru

Human chorionic gonadotropin (hCG) and luteinizing hormone (LH) regulate testicular steroidogenesis by in-
teracting with the orthosteric site located in the extracellular domain of the LH receptor (LHR). The use of hCG
and LH in medicine is fraught with side effects caused by hyperactivation of LH-dependent cascades and the de-
velopment of resistance of target cells to endogenous gonadotropins due to a decrease in the activity and expres-
sion of LHR. An alternative to gonadotropins is low-molecular-weight compounds which interact with the LHR
transmembrane allosteric site. The aim of this work was to study the relationship between the steroidogenic ef-
fects of hCG and thieno[2,3-d]pyrimidine derivatives (TPDs) with an activity of LHR agonists and their ability
to influence the expression of the LRH-encoding Lhr gene both in vitro, when acting on the primary culture of
rat Leydig cells, and in vivo, when administered to male rats. hCG stimulated testosterone production with a high
efficiency at an early stage of its effect on Leydig cells (after 30 min) and upon a single administration to male
rats (after 3 h), exceeding TPDs in activity by this parameter. After 1–3 h of acting on Leydig cells and long-term
administration to male rats, the steroidogenic effect of hCG decreased and became comparable to that of TPDs.
In Leydig cells and rat testes, hCG suppressed Lhr gene expression, which was partially restored in vivo on days
7–10 being accompanied by a slight increase in the steroidogenic effect of hCG, though to a significantly smaller
extent than on the first day. The treatment with TP03, which was the most active of the TPDs studied, had a little
effect on Lhr gene expression in Leydig cells but significantly increased it in rat testes after long-term adminis-
tration of the drug. The steroidogenic effect of TP03 positively correlated with Lhr gene expression. When TP03
was applied to aging rats, its steroidogenic effect decreased, most likely, due to the absence of its stimulating effect
on LHR expression. Thus, after long-term administration, TPDs exert a moderately expressed, stable over time,
stimulating effect on testosterone production but do not decrease LHR expression, which prevents testicular re-
sistance to endogenous gonadotropins under conditions of steroidogenesis stimulation.

Keywords: allosteric regulator, luteinizing hormone receptor, chorionic gonadotropin, steroidogenesis, tes-
tosterone
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