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Для стимуляции овариального стероидогенеза и контролируемой индукции овуляции в клинике при-
меняют препараты гонадотропинов – хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) и лютеинизиру-
ющего гормона (ЛГ), которые, однако, имеют ряд побочных эффектов, таких как снижение чувстви-
тельности яичников к эндогенному ЛГ и синдром гиперстимуляции яичников. Альтернативой ХГЧ и
ЛГ могут стать аллостерические агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ, в том числе разработанное нами тиено-
[2,3-d]-пиримидиновое производное TP03. Целью работы было изучить влияние TP03 (40 мг/кг, в/б)
и взятого для сравнения ХГЧ (30 МЕ/крысу, п/к) на овариальный стероидогенез у половозрелых самок
крыс, находящихся в фазе позднего проэструса, в том числе обработанных антагонистом гонадолибе-
рина Оргалутраном (100 мкг/кг, п/к, за 3 ч до введения TP03 или ХГЧ). В крови крыс оценивали уровни
эстрадиола, прогестерона и ЛГ, в яичниках – экспрессию генов стероидогенеза (Star, Cyp11a1, Hsd3b,
Cyp17a1, Hsd17b, Cyp19a1) и рецептора ЛГ/ХГЧ (Lhcgr). Через 3 ч после введения TP03 и ХГЧ повышали
уровень прогестерона в крови, стимулировали экспрессию генов холестерин-транспортирующего бел-
ка StAR, цитохрома P450c17 и ароматазы (цитохрома P450c19), и этот эффект выявлялся как у кон-
трольных крыс с нормальным уровнем ЛГ, так и у Оргалутран-обработанных крыс с пониженным
уровнем ЛГ. Эффекты TP03 были сопоставимы с таковыми ХГЧ, но в отличие от ХГЧ аллостерический
агонист не снижал функционирования гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси, на что указывает от-
сутствие его влияния на уровень ЛГ в крови и экспрессию рецепторов ЛГ/ХГЧ. Полученные данные
свидетельствуют о способности TP03 эффективно стимулировать овариальный стероидогенез и указы-
вают на перспективность разработки на его основе лекарственных форм для контролируемой индук-
ции овуляции.
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Разработка эффективных подходов для коррек-
ции нарушений овариального стероидогенеза при
различных репродуктивных расстройствах, а также
для осуществления контролируемой индукции
овуляции при вспомогательных репродуктивных
технологиях представляет собой одну из актуаль-
ных проблем современной репродуктивной эндо-
кринологии. Используемые для этого гонадотро-
пины – лютеинизирующий гормон (ЛГ) и хорио-
нический гонадотропин человека (ХГЧ), имеют
ряд существенных недостатков [1]. Во многом это
обусловлено использованием ХГЧ и ЛГ в дозах, ко-
торые приводят к значительному превышению фи-
зиологических концентраций гонадотропинов в

крови. В случае индукции овуляции при вспомога-
тельных репродуктивных технологиях это может
приводить к тяжелому осложнению – синдрому
гиперстимуляции яичников [2]. Применение дру-
гих фармакологических стратегий, в которых гона-
дотропины заменяют на агонисты гонадолиберина
(GnRH) или используют протокол комбинирован-
ного применения GnRH и низких доз ХГЧ, снижа-
ет риск развития синдрома гиперстимуляции яич-
ников, но при этом в значительном числе случаев
снижает частоту наступления беременности [3].
Еще одной причиной могут быть значимые отли-
чия паттерна N-гликозилирования препаратов ЛГ
и ХГЧ, как правило их рекомбинантных форм, от
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такового эндогенных гонадотропинов, что влияет
на их фармакокинетику и специфичность актива-
ции внутриклеточных эффекторных белков и тран-
скрипционных факторов [4, 5]. Известно, что акти-
вация рецептора ЛГ/ХГЧ приводит к стимуляции
сразу нескольких типов гетеротримерных G-бел-
ков и адаптерных белков β-аррестинов: через Gs-
белок и сопряженный с ним фермент аденилат-
циклазу активируются цАМФ-зависимые сигналь-
ные пути, через Gq/11-белок и фосфолипазу Сβ –
кальций-зависимые пути, через β-аррестины осу-
ществляются эндоцитоз лиганд-рецепторного
комплекса с последующей деградацией или рецик-
лизацией рецептора и происходит стимуляция кас-
када митоген-активируемых протеинкиназ [5, 6].
Изменение паттерна N-гликозилирования гонадо-
тропинов может существенно изменить профиль
активации ими G-белков и β-аррестинов, одним из
следствий чего может стать даун-регуляция рецеп-
торов ЛГ/ХГЧ. Так, длительная активация фолли-
кулярных клеток с помощью ЛГ или ХГЧ вызывает
в значительной степени выраженное снижение
экспрессии гена рецептора ЛГ/ХГЧ и уменьшает
число активных рецепторов на поверхности кле-
ток, что является причиной развития резистентно-
сти к ЛГ [7–9]. Снижение чувствительности к эн-
догенному ЛГ было продемонстрировано у муж-
чин, которых длительное время лечили ХГЧ [10], а
также у самцов крыс, которых многократно обра-
батывали ХГЧ в дозах, превышающих физиологи-
ческие, причем ключевым фактором развития ре-
зистентности к ЛГ в этом случае было значимое
снижение числа рецепторов ЛГ/ХГЧ [11, 12].

Все вышесказанное указывает на необходи-
мость разработки альтернативных путей специ-
фичной активации рецептора ЛГ/ХГЧ, которые
позволят стимулировать овариальный стероидоге-
нез и индуцировать овуляцию, не вызывая син-
дром гиперстимуляции яичников, развитие рези-
стентности к ЛГ и другие нежелательные послед-
ствия гонадотропиновой терапии. Основные
ожидания здесь связывают с низкомолекулярными
гетероциклическими соединениями со свойствами
агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ, в первую очередь, с
производными тиено[2,3-d]-пиримидина [13–15].
Нами ранее были разработаны тиено[2,3-d]-пири-
мидиновые производные TP01, TP03 и TP04 с ак-
тивностью агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ, которые
при внутрибрюшинном и пероральном способах
введения самцам крыс повышали уровень тесто-
стерона в семенниках и крови, стимулировали сте-
роидогенез в семенниках, восстанавливали уровни
тестостерона и сперматогенез при диабетической
патологии и старении [11, 16, 17]. Однако данные о
влиянии низкомолекулярных аллостерических
агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ на овариальный сте-
роидогенез у половозрелых самок грызунов отсут-
ствуют.

Целью работы было изучить влияние соедине-
ния TP03 и взятого для сравнения ХГЧ на овари-
альный стероидогенез у половозрелых самок крыс,
находящихся в стадии позднего проэструса, в том
числе предварительно обработанных Оргалутра-
ном, антагонистом GnRH с пролонгированным
действием. В крови крыс оценивали динамику из-
менений уровней эстрадиола, прогестерона и ЛГ, в
яичниках – экспрессию генов стероидогенеза и ре-
цептора ЛГ/ХГЧ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В опытах использовали четырех-пятимесячных

самок крыс, которых содержали в стандартных
условиях вивария, по пять животных в клетке, со
свободным доступом к воде и сухому корму.

Перед началом эксперимента определяли фазу
эстрального цикла у половозрелых самок крыс и
отбирали тех животных, которые находились в фа-
зе проэструса. Определение фазы эстрального цик-
ла крыс производили путем микроскопического
изучения вагинального мазка, в соответствии со
стандартными методиками [18, 19]. Мазки забира-
ли ежедневно в 11:00 по следующей схеме. Перед-
нюю часть тела крысы фиксировали, и с помощью
поднятия животного за хвост визуализировали
преддверие влагалища. Смоченный в физиологи-
ческом растворе ватный тампон вводили во влага-
лище и несколько раз проворачивали, после чего
мазок переносили с тампона на сухое предметное
стекло. Препарат высушивали на воздухе и окра-
шивали метиленовым синим для проведения мик-
роскопии. Стадии эстрального цикла определяли
исходя из соотношения трех типов клеток в мазке:
ядросодержащих эпителиоцитов, безъядерных
ороговевших эпителиоцитов и лейкоцитов. В фазе
проэструса в мазке присутствовали только ядросо-
держащие эпителиоциты.

У животных с верифицированной фазой про-
эструса из хвостовой вены забирали образцы крови
для оценки базовых уровней гормонов (12.00), по-
сле чего их сразу обрабатывали Оргалутраном (Or-
ganon N.V., Нидерланды), антагонистом GnRH,
который вводили подкожно в разовой дозе
100 мкг/кг массы тела. Крысам без обработки Ор-
галутраном (контроль) вводили физиологический
раствор в том же объеме и в те же сроки. Спустя 3 ч
после обработки Оргалутраном (15.00) у животных
забирали образцы крови для оценки ранних эф-
фектов антагониста GnRH, после чего им одно-
кратно вводили агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ –
TP03 и ХГЧ, используя дозы, подобранные на ос-
новании предварительных экспериментов и вызы-
вающие максимальный стероидогенный эффект. В
случае TP03 доза составила 40 мг/кг (внутрибрю-
шинно), в случае ХГЧ – 30 МЕ/крысу (подкожно).
Контрольным животным (без обработки Орга-
лутраном) также вводили эти препараты в тех же
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дозах. Части контрольных крыс и животным с об-
работкой Оргалутраном вместо агонистов рецепто-
ра ЛГ/ХГЧ вводили ДМСО (внутрибрюшинно) в
том же объеме (200 мкл), что и TP03. Ранее нами
было показано, что ДМСО при внутрибрюшинном
введении в указанном объеме не влияет на показа-
тели стероидогенеза и на метаболические, гормо-
нальные и функциональные показатели [11]. Через
3 ч после введения агонистов (через 6 ч после обра-
ботки Оргалутраном) животных подвергали ане-
стезии (хлоральгидрат, 400 мг/кг, в/б), повторно
забирали у них кровь для оценки уровней гормонов
и затем декапитировали. После декапитации заби-
рали и взвешивали яичники и с помощью ПЦР в
реальном времени измеряли в них экспрессию це-
левых генов.

В общей сложности были сформированы и изу-
чены следующие 6 групп (в каждой по 5 крыс): кон-
трольные крысы, без обработки Оргалутраном и
агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ (группа C), крысы с
обработкой Оргалутраном, но без введения агони-
стов рецептора ЛГ/ХГЧ (группа Org), крысы без
обработки Оргалутраном, но с введением TP03
(группа C+TP) или ХГЧ (группа C + hCG), крысы
с обработкой Оргалутраном и с последующим вве-
дением TP03 (группа Org+TP) или ХГЧ (группа
Org + hCG).

5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-
4-(3(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]пирими-
дин-6-карбоксамид (TP03) синтезировали с ис-
пользованием реакции 1.0 эквивалента 5-амино-4-
(3-аминофенил)-N-трет-бутил-2-(метилсульфа-
нил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида с 1.1
эквивалентом никотиновой кислоты в присут-
ствии 1.1 эквивалента 1-[бис(диметиламино)мети-
лен]-1H-1,2,3-триазоло[4,5-b]пиридиний 3-оксид
гексафторфосфата (HATU) и 1.2 эквивалента N,N-
диизопропилэтиламина в сухом N,N-диметилфор-
мамиде, как описано ранее [17]. Реакцию осу-
ществляли в течение 5 ч (t = 22°C), целевой продукт
очищали перекристаллизацией из этанола, на за-
ключительном этапе использовали колоночную
хроматографию. Соединение TP03 представляло
собой желтый негигроскопичный порошок с тем-
пературой плавления, равной 157–159°C. Структу-
ра соединения TP03 была подтверждена данными
ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии высо-
кого разрешения. Результаты 1H-ЯМР-спектро-
скопии (ДМСО-d6), δ, ppm (J, Hz): 1.37 (9H, s,
C(CH3)3); 2.62 (3H, s, SCH3); 6.14 (2H, s, NH2); 6.98
(1H, s, NH-t-Bu); 7.42 (1H, d, J = 7.8, 4'-H); 7.57–
7.64 (2H, m, 5'-H и 5"-H); 8.04 (1H, d, J = 8.2, 2'-H);
8.08 (1H, s, 6'-H); 8.33 (1H, d, J = 7.7, 4"-H); 8.78 (1H,
d, J = 4.8, 6"-H); 9.14 (1H, s, 2"-H), 10.72 (1H, s, 3'-
NH).  Результаты 13 C-ЯМР-спектр оскопии
(ДМСО-d6), δ, ppm: (14.3 (SCH3); 29.2 (C(CH3)3);
51.9 (C(CH3)3); 97.7; 117.8; 120.9; 122.5; 124.0; 124.9;
129.8; 130.8; 136.0; 137.1; 139.6; 144.7; 149.2; 152.8;

162.5; 164.9; 165.2; 167.8; 168.8). По данным масс-
спектрометрии высокого разрешения (electrospray
ionization – time of f light, ESI-TOF) масса молеку-
лярного иона соединения TP03 (M + Na+) состави-
ла 515.1304, что практически совпадало с рассчи-
танной массой молекулярного иона для этого со-
единения (515.1294). Для регистрации масс-
спектров использовали спектрометр “Bruker mi-
crOTOF” (“Bruker”, Германия), для регистрации
ЯМР-спектров – спектрометр “Bruker Avance III
400” (400.13 МГц для 1H-ЯМР и 100.61 МГц для
13C-ЯМР) (“Bruker”, Германия).

Уровни эстрадиола и прогестерона в крови крыс
определяли с помощью иммуноферментного ана-
лиза, используя наборы “Эстрадиол-ИФА” и
“Прогестерон-ИФА” (“ХЕМА”, Россия). Уровень
ЛГ определяли с помощью набора “ELISA for LH,
Rat” (“Cloud-Clone Corp.”, США).

Тотальную РНК из яичников выделяли с помо-
щью реагента “ExtractRNA” (“Евроген”, Россия),
затем проводили обратную транскрипцию для по-
лучения кДНК с помощью набора “MMLV RT Kit”
(“Евроген”, Россия). ПЦР в реальном времени
проводили на амплификаторе “Applied Biosyste-
ms® 7500 Real-Time PCR System” (“Life Technolo-
gies, Thermo Fisher Scientific Inc.”, США) в смеси,
содержащей 0.4 мкМ прямого и обратного прайме-
ров, используя реагент “qPCR-HS SYBR+Low
ROX” (“Евроген”, Россия). Последовательности
праймеров представлены в табл. 1. Для количе-
ственного анализа данных по генной экспрессии
использовали метод delta-delta Ct [20]. Для расчетов
использовали программное обеспечение 7500 Soft-
ware v2.0.6 и Expression Suite Software v1.0.3. Значе-
ния RQ для генной экспрессии рассчитывали по
отношению к контролю, который был принят за
единицу. Экспрессия гена Actb, кодирующего ак-
тин B, была использована в качестве эндогенного
контроля.

Для статистического анализа полученных дан-
ных использовали программу “Microsoft Office
Excel 2007”. Нормальность распределения оцени-
вали в соответствии с критерием Шапиро–Уилка.
Для сравнения двух выборок с нормальным рас-
пределением использовали t-критерий Стьюдента,
для сравнения трех групп – дисперсионный анализ
с поправкой Бонферрони. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0.05. Данные пред-
ставляли как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Масса яичников, которая в контрольной группе

самок крыс составила 0.114 ± 0.010 г, при обработке
TP03 и ХГЧ значимо не менялась и составила
0.132 ± 0.007 и 0.138 ± 0.007 г соответственно
(p > 0.05 в сравнении с контролем). При обработке
Оргалутраном масса яичников также не менялась
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(0.104 ± 0.011 г, p > 0.05 в сравнении с группой “C”).
Отмечали тенденцию к повышению массы яични-
ков в группах “Org+TP” (0.136 ± 0.010 г) и
“Org + hCG” (0.140 ± 0.011 г), но различия с груп-
пой “Org” не были значимыми (p > 0.05).

Уровень ЛГ в крови контрольных крыс менялся
в ходе эксперимента, в значительной степени по-
вышаясь к 15.00 в сравнении с исходной точкой
(12.00), и сохранялся на высоком уровне до 18.00
(рис. 1). Обработка Оргалутраном, антагонистом
GnRH подавляла продукцию ЛГ, что выражалось в
значительном снижении уровня гормона, который
через 6 ч после введения Оргалутрана был почти в
два раза ниже, чем в контрольной группе. На это
указывают значения AUC12.00–18.00, интегрирован-
ной площади под кривой “концентрация ЛГ
(нг/мл)–время (ч)”, для исследуемых групп
(табл. 2). Обработка TP03 спустя 3 ч после его вве-
дения (18.00) слабо влияла на уровень ЛГ в группах
с обработкой Оргалутраном и без таковой, в то вре-
мя как обработка ХГЧ через 3 ч значимо снижала
уровень ЛГ у контрольных крыс (“C + hCG” vs.
“C”, p = 0.016), но не влияла на уровень гормона в
группе “Org + hCG” (рис. 1). При этом, однако,
значения AUC12.00–18.00 в группах “C” и “C + hCG”
не различались (табл. 2).

Уровень прогестерона в крови контрольных
крыс, находившихся в фазе проэструса, на протя-
жении эксперимента существенно не менялся, в то
время как через 3 ч после обработки крыс с помо-
щью TP03 и ХГЧ он значимо повышался, причем
эффективность препаратов в выбранных для ис-
следования дозах была сходной (рис. 2, табл. 2).
После обработки Оргалутраном отмечали значи-
мое снижение уровня прогестерона – через 6 ч по-
сле обработки его концентрация в крови крыс
группы “Org” была в 4.3 раза ниже, чем у контроль-
ных животных (рис. 2). На ослабление продукции
прогестерона указывают значения AUC12.00–18.00 ин-
тегрированной площади под кривой “концентра-

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых для оценки экспрессии генов в яичниках крыс

Ген Прямой и обратный праймеры GenBank

Lhcgr (For) CTGCGCTGTCCTGGCC;
(Rev) CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA

NM_012978.1

Star (For) AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC;
(Rev) CACCTGGCACCACCTTACTT

NM_031558.3

Cyp11a1 (For) TATTCCGCTTTGCCTTTGAG;
(Rev) CACGATCTCCTCCAACATCC

NM_017286.3

Hsd3b (For) AGGCCTGTGTCCAAGCTAGTGT;
(Rev) CTCGGCCATCTTTTTGCTGTAT

XM_017591325.1

Cyp17a1 (For) CATCCCCCACAAGGCTAAC;
(Rev) TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA

XM_006231435.3

Hsd17b (For) CCTTTGGCTTTGCCATGAGA;
(Rev) CAATCCATCCTGCTCCAACCT

NM_024392.2

Cyp19a1 (For) GGTATCAGCCTGTCGTGGAC;
(Rev) AGCCTGTGCATTCTTCCGAT

NM_017085.2

Actb (For) CTGGCACCACACCTTCTACA;
(Rev) AGGTCTCAAACATGATCTGGGT

NM_031144.3

Рис. 1. Уровни лютеинизирующего гормона в крови са-
мок крыс в фазе проэструса и влияние на них обработ-
ки антагонистом GnRH Оргалутраном (однократно,
подкожно, 100 мкг/кг) и агонистами рецептора
ЛГ/ХГЧ – TP03 (однократно, внутрибрюшинно,
40 мг/кг) и ХГЧ (однократно, подкожно, 30 МЕ/крысу).
a – различия внутри каждой группы во временных точ-
ках 15.00 и 18.00 по сравнению с начальной точкой
(12.00) и b – различия между контролем и группами
“Org”, “C + TP”, “C + hCG” в сходных временных точ-
ках статистически значимы при p < 0.05. Во всех груп-
пах n = 5, значения представлены как M ± SEM.
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ция прогестерона (нМ)–время (ч)”, которые в
группе “Org” были на 54% ниже, чем в контроле
(табл. 2). Оба агониста рецептора ЛГ/ХГЧ повыша-
ли уровень прогестерона у крыс, обработанных Ор-
галутраном, но их эффекты были менее выражены,
чем в контрольных группах (рис. 2). Уровень эстра-
диола на протяжении эксперимента слабо менялся
в контрольной группе, и обработка Оргалутраном
и агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ на него влияла
лишь в небольшой степени (рис. 2).

Исследование в яичниках крыс экспрессии ге-
нов овариального стероидогенеза и гена, кодирую-
щего рецептор ЛГ/ХГЧ, привело к следующим ре-
зультатам. Экспрессия гена Star, кодирующего
холестерин-транспортирующий белок StAR, сни-
жалась в группе с обработкой Оргалутраном и по-
вышалась при обработке обоими агонистами ре-
цептора ЛГ/ХГЧ контрольных и обработанных Ор-
галутраном животных (табл. 3). Экспрессия гена
Cyp11a1, кодирующего цитохром P450scc (side
chain cleavage enzyme, CYP11A1), превращающий
холестерин в прегненолон, имела тенденцию к
снижению в группе “Org”, но различия с контро-
лем не были статистически значимыми (p = 0.069).
При этом TP03 и ХГЧ слабо влияли на экспрессию
гена Cyp11a1 в контрольных группах, но значимо
повышали ее в группах с обработкой Оргалутраном
(табл. 3).

Обработка антагонистом GnRH приводила к
снижению в 7 раз экспрессии гена Cyp17a1, коди-
рующего цитохром P450c17 (CYP17A1), который
катализирует двухстадийное превращение прегне-
нолона в дегидроэпиандростерон (ДГЭА) или про-
гестерона в андростендион. При этом обработка
TP03 и ХГЧ эффективно стимулировала экспрес-
сию этого гена как у контрольных, так и у обрабо-
танных Оргалутраном животных (табл. 3). Следует,
однако, отметить, что стимулирующий эффект
ХГЧ в обоих случаях превышал таковой TP03. Экс-

прессия генов Hsd3b и Hsd17b, кодирующих соот-
ветственно 3β- (3β-HSD) и 17β-гидроксистероид-
дегидрогеназы (17β-HSD), существенно не меня-
лась как при обработке Оргалутраном, так и
агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ, за исключением
группы “C + hCG”, в которой отмечали пониже-
ние экспрессии гена Hsd17b как по сравнению с
контролем, так и группой “Org” (табл. 3). Фермент
3β-HSD осуществляет превращение прегненолона
в прогестерон, в то время как 17β-HSD в зависимо-
сти от подтипа фермента катализирует широкий
спектр реакций на заключительных стадиях овари-
ального стероидогенеза, включая синтез эстроге-
нов.

Экспрессия гена Cyp19a1, кодирующего фер-
мент ароматазу, превращающего андрогены в эст-
рогены, слабо менялась при обработке самок крыс

Таблица 2. Значения AUC (интегрированной площади
под кривыми “концентрация гормона – время”) для
прогестерона, эстрадиола и ЛГ у контрольных крыс и у
животных, обработанных Оргалутраном и агонистами
рецептора ЛГ/ХГЧ

Примечание. Значения AUC включают шестичасовой времен-
ной промежуток (с 12.00 до 18.00) и выражены в относитель-
ных единицах. a – различия между контролем и группами
“Org”, “C+TP”, “C + hCG” и b – различия между группой
“Org” и группами “Org+TP”, “Org + hCG” статистически зна-
чимы при p < 0.05. Во всех группах n = 5, значения представле-
ны как M ± SEM.

Группа ЛГ Прогестерон Эстрадиол

C 85.9 ± 7.8 271 ± 38 3.09 ± 0.22
Org 52.6 ± 6.1 a 125 ± 14 a 2.27 ± 0.20 a

C+TP 85.9 ± 16.0 407 ± 29 a 3.80 ± 0.32

C + hCG 79.2 ± 11.3 381 ± 52 3.47 ± 0.44
Org+TP 46.0 ± 4.7 249 ± 32 b 2.66 ± 0.33

Org + hCG 41.7 ± 4.4 262 ± 24 b 2.84 ± 0.26

Рис. 2. Уровни прогестерона (а) и эстрадиола (b) в крови самок крыс в фазе проэструса и влияние на них обработки Ор-
галутраном и агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ – TP03 и ХГЧ.
a – различия внутри каждой группы во временных точках 15.00 и 18.00 по сравнению с начальной точкой (12.00), b – раз-
личия между контролем и группами “Org”, “C+TP”, “C + hCG” и c – различия между группой “Org” и группами
“Org+TP”, “Org + hCG” в сходных временных точках статистически значимы при p < 0.05. Во всех группах n = 5, значения
представлены как M±SEM.
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Оргалутраном, но значимо повышалась при обра-
ботке TP03 и ХГЧ как в контрольных, так и в обра-
ботанных антагонистом GnRH группах животных
(рис. 3). Экспрессия гена Lhcgr, кодирующего ре-
цептор ЛГ/ХГЧ, при обработке Оргалутраном име-
ла тенденцию к повышению (p = 0.05), что ассоци-
ировано со снижением уровня эндогенного ЛГ в
крови животных (рис. 3). Обработка ХГЧ значимо
снижала ее по отношению к группе “Org”, но не по
сравнению с контролем. Во всех группах с обработ-
кой TP03 экспрессия гена Lhcgr была сходной с ее
значением в контроле (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У препаратов мочевой формы ХГЧ и рекомби-
нантного ЛГ, широко применяемых для лечения

репродуктивных дисфункций у женщин и во вспо-
могательных репродуктивных технологиях, име-
ются существенные недостатки, обусловленные
гиперактивацией овариального стероидогенеза,
снижением чувствительности яичников к эндоген-
ным гонадотропинам, развитием синдрома гипер-
стимуляции яичников. В качестве возможной аль-
тернативы рассматривают низкомолекулярные
агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ, взаимодействующие
с его аллостерическим сайтом, расположенным
внутри трансмембранного домена. Ранее нами бы-
ли получены производные тиено[2,3-d]-пирими-
дина – соединения TP01, TP03 и TP04, способные
активировать рецептор ЛГ/ХГЧ по аллостериче-
скому механизму, которые при внутрибрюшинном
и пероральном введении самцам крыс стимулиро-
вали у них тестикулярный стероидогенез [11, 16,
17], а в условиях диабета и при физиологическом
старении восстанавливали андрогенный дефицит
и сперматогенез [11, 17]. Другими авторами про-
изводные тиено[2,3-d]-пиримидина, в том числе
соединение Org43553, были использованы для
стимуляции стероидогенеза в овариальных клет-
ках in vitro и для индукции овуляции у самок крыс
в условиях in vivo [14, 21, 22], а также для контроли-
руемой индукции овуляции у женщин-доброволь-
цев [23]. Следует отметить, что наряду с агониста-
ми, в настоящее время нами и другими авторами
разработаны низкомолекулярные антагонисты ре-
цептора ЛГ/ХГЧ, которые взаимодействуют с тем
же трансмембранным аллостерическим сайтом, но
при этом стабилизируют неактивную конформа-
цию рецептора [24, 25].

В настоящем исследовании было впервые изу-
чено влияние TP03, наиболее активного из разра-
ботанных нами производных тиено[2,3-d]-пири-
мидинов [17], на уровни стероидных гормонов в
крови и на экспрессию ключевых генов овариаль-
ного стероидогенеза у половозрелых самок крыс, в
том числе обработанных Оргалутраном. При внут-
рибрюшинном введении TP03 вызывал значимое

Таблица 3. Экспрессия стероидогенных генов в яичниках крыс и влияние на нее обработки Оргалутраном
(100 мкг/кг) и агонистами рецептора ЛГ/ХГЧ – TP03 (40 мг/кг) и ХГЧ (30 МЕ/крысу)

Примечание. a – различия с группой “C” и b – различия с группой “Org” статистически значимы при p < 0.05. Во всех группах
n = 5, значения представлены как M ± SEM.

Группа
Star Cyp11a1 Hsd3b Cyp17a1 Hsd17b

RQ, отн. ед.

C 1.03 ± 0.13 1.03 ± 0.16 1.01 ± 0.13 1.05 ± 0.13 1.01 ± 0.09
Org 0.57 ± 0.11 a 0.65 ± 0.08 0.80 ± 0.10 0.15 ± 0.03 a 1.11 ± 0.04

C+TP 1.51 ± 0.10 a,b 1.37 ± 0.03 b 0.96 ± 0.06 2.44 ± 0.33 a,b 1.29 ± 0.15

C + hCG 1.62 ± 0.13 a,b 1.24 ± 0.18 b 0.76 ± 0.08 3.42 ± 0.55 a,b 0.72 ± 0.06 a,b

Org+TP 1.52 ± 0.19 b 1.41 ± 0.16 b 1.08 ± 0.16 1.75 ± 0.20 a,b 1.52 ± 0.19

Org + hCG 1.56 ± 0.15 b 1.25 ± 0.12 b 1.07 ± 0.09 2.98 ± 0.53 a,b 1.15 ± 0.10

Рис. 3. Экспрессия генов ароматазы (Cyp19a1) и рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ в яичниках крыс и влияние на нее обра-
ботки Оргалутраном (100 мкг/кг), TP03 (40 мг/кг) и
ХГЧ (30 МЕ/крысу).
a – различия с группой “C” и b – различия с группой
“Org” статистически значимы при p < 0.05. Во всех
группах n = 5, значения представлены как M ± SEM.
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повышение уровня прогестерона как у контроль-
ных крыс, так и у животных, обработанных Орга-
лутраном (действующее вещество Ганиреликс). По
величине стимулирующего эффекта в обеих груп-
пах животных TP03 был сопоставим с ХГЧ (рис. 2).
Выявленная нами способность TP03 эффективно
стимулировать продукцию прогестерона согласу-
ется с результатами экспериментов in vitro, полу-
ченными другими авторами при обработке фолли-
кулярных клеток другим тиено[2,3-d]-пиримиди-
новым производным – Org43553 [14, 21].
Необходимо отметить, что антагонисты GnRH с
пролонгированным действием, включая Ганире-
ликс, в условиях in vitro и in vivo быстро и эффек-
тивно снижают секрецию ЛГ и, как следствие, ин-
гибируют продукцию прогестерона яичниками [26,
27]. В нашем случае Оргалутран значимо снижал
уровень циркулирующего в крови ЛГ через 6 ч по-
сле обработки, хотя уже через 3 ч отмечалась тен-
денция к снижению уровня гормона (рис. 1).
Вследствие этого прирост уровня прогестерона,
который вызывали TP03 и ХГЧ у крыс, обработан-
ных Оргалутраном, был обусловлен почти исклю-
чительно стимулирующим воздействием вводимых
препаратов на овариальный стероидогенез.

Стимулирующие продукцию прогестерона эф-
фекты TP03 и ХГЧ, оцениваемые по вызываемому
ими приросту концентрации гормона над его уров-
нем в соответствующей необработанной агониста-
ми рецептора ЛГ/ХГЧ группе, были сходными, что
указывает на отсутствие значимых изменений чув-
ствительности к ним рецепторов ЛГ/ХГЧ и систе-
мы овариального стероидогенеза в условиях подав-
ления секреции ЛГ Оргалутраном. В этой связи
нужно отметить, что через 6 ч после обработки ан-
тагонистом GnRH в яичниках отмечалась тенден-
ция к повышению экспрессии гена рецептора
ЛГ/ХГЧ, как компенсаторная реакция на сниже-
ние уровня ЛГ в крови и недостаточную в связи с
этим активацию ЛГ-зависимых сигнальных путей
в фолликулярных клетках. В пользу этого свиде-
тельствует тот факт, что применение ХГЧ вызыва-
ло двукратное снижение экспрессии гена Lhcgr
(рис. 3). Необходимо отметить, что ХГЧ-индуци-
рованное снижение экспрессии гена рецептора
ЛГ/ХГЧ было показано другими авторами в фолли-
кулярных клетках яичников [7–9], а нами ранее в
клетках Лейдига семенников крыс [11, 25]. Наряду
с этим обработка контрольных крыс с помощью
ХГЧ приводила к значимому снижению уровня ЛГ
в крови, что указывает на ХГЧ-индуцированное
подавление продукции эндогенных гонадотропи-
нов.

Нами установлено, что TP03 и ХГЧ практически
не влияли на продукцию эстрадиола, Это обуслов-
лено тем, что пик эстрадиола в ходе эстрального
цикла приходится на заключительную стадию ди-
эструса и первую половину фазы проэструса, а ис-
следование включало вторую половину фазы про-

эструса с характерным для него повышением про-
дукции прогестерона, вызываемого агонистами
рецептора ЛГ/ХГЧ, в том числе эндогенным ЛГ
[28, 29].

Исследование экспрессии стероидогенных ге-
нов показало, что введение TP03 и ХГЧ контроль-
ным и обработанным Оргалутраном крысам суще-
ственно повышает в яичниках экспрессию генов
Star и Cyp17a1, кодирующих ключевые для проте-
кания овариального стероидогенеза белки – холе-
стерин-транспортирующий белок StAR и цито-
хром P450c17 (CYP17A1). Белок StAR является од-
ной из основных мишеней при стимуляции клеток
теки и гранулезы яичников ЛГ и ХГЧ, поскольку
промотор гена Star содержит сайты связывания с
цАМФ-зависимыми транскрипционными факто-
рами, в первую очередь CREB, которые активиру-
ются через посредство сигнального пути рецептор
ЛГ/ХГЧ–Gs-белок–аденилатциклаза–протеинки-
наза А [30]. Согласно ранее полученным нами в
условиях in vitro данным, TP03 и его структурные
аналоги через посредство рецептора ЛГ/ХГЧ се-
лективно стимулируют аденилатциклазу и повы-
шают внутриклеточный уровень цАМФ, действуя
подобно ХГЧ, но более селективно в отношении
Gs-белок-зависимых путей [31, 32]. Вследствие
этого способность TP03 активировать цАМФ-за-
висимые сигнальные каскады является причиной
повышения экспрессии гена Star, сопоставимого с
таковым при использовании ХГЧ. Тот факт, что
стимулирующий эффект в яичниках не столь зна-
чителен, как в случае воздействия TP03 на экспрес-
сию гена Star в тестикулярных клетках [17], может
быть обусловлен сравнительно высоким базовым
уровнем экспрессии этого гена на стадии позднего
проэструса [33].

Цитохром P450c17 совмещает в себе активности
17-гидроксилазы и 17,20-лиазы и катализирует раз-
личные стероидогенные реакции, в зависимости от
фазы цикла, типа клеток и видовой принадлежно-
сти организма. Основными реакциями, которые
катализируются цитохромом P450c17, являются
превращение прегненолона в 17ОН-прегненолон и
далее в дегидроэпиандростерон (ДГЭА) и превра-
щение прогестерона в 17ОН-прогестерон и далее в
андростендион [34]. Необходимо отметить, что в
фазе проэструса экспрессия и активность цитохро-
ма P450c17 существенно повышаются, что обу-
словлено повышением синтеза андрогенов клетка-
ми теки [34]. Регуляция экспрессии гена Cyp17a1 в
клетках теки осуществляется в основном через
цАМФ-зависимые сигнальные пути как результат
активации рецепторов ЛГ/ХГЧ гонадотропинами,
но в этот процесс могут быть вовлечены и другие
сигнальные пути, в том числе реализуемые через
стимуляцию форбол-чувствительных изоформ
протеинкиназы С. При этом активация цАМФ-за-
висимых путей и протеинкиназы А приводит к по-
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вышению экспрессии гена Cyp17a1, в то время ак-
тивация протеинкиназы С вызывает снижение
стимулированной цАМФ экспрессии этого гена
[34, 35]. Следует отметить, что в клетках гранулезы
экспрессия гена Cyp17a1 существенно ниже и ме-
нее подвержена влиянию цАМФ-зависимого сиг-
налинга [34]. В наших экспериментах стимулирую-
щие эффекты TP03 и ХГЧ на экспрессию гена
Cyp17a1 были отчетливо выражены не только у
контрольных животных, но и у самок крыс, пред-
варительно обработанных Оргалутраном, которые
в отсутствие стимуляции агонистами рецептора
ЛГ/ХГЧ имели крайне низкий уровень генной экс-
прессии цитохрома P450c17 (табл. 3). С учетом вы-
зываемой TP03 избирательной стимуляции
цАМФ-сигналинга, можно сделать заключение,
что именно активация цАМФ-зависимых путей в
яичниках крыс с дефицитом эндогенного ЛГ явля-
ется основной причиной повышения экспрессии
гена Cyp17a1. Однако следует учитывать времен-
ную динамику этого эффекта, поскольку с исполь-
зованием вестерн-блоттинга показано, что через
7 ч после введения ХГЧ содержание белка цитохро-
ма P450c17 в фолликулярных клетках крысы суще-
ственно снижалось, что можно рассматривать как
компенсаторную реакцию, следующую за всплес-
ком стероидогенной активности [36].

Достаточно неожиданным было отсутствие в
контрольной группе значимого стимулирующего
эффекта TP03 и ХГЧ на экспрессию гена Cyp11a1,
кодирующего цитохром P450scc (CYP11A1), ката-
лизирующий превращение холестерина в прегне-
нолон. С другой стороны, у крыс с обработкой Ор-
галутраном, у которых отмечали незначительное
снижение экспрессии гена Cyp11a1, стимулирую-
щие эффекты обоих исследуемых агонистов рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ были статистически значимы
(табл. 3). Основываясь на данных литературы, име-
ются основания считать, что причинами этого яв-
ляются сравнительно высокий уровень экспрессии
гена Cyp11a1 и количества белка цитохрома
P450scc в фазе позднего проэструса [37, 38], а также
более медленное в сравнении с генами Star и
Cyp17a1 стимулирующее влияние агонистов рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ на экспрессию гена Cyp11a1 [39]. Так,
у контрольных крыс повышенный в проэструсе
уровень экспрессии гена Cyp11a1 маскирует стиму-
лирующие эффекты TP03 и ХГЧ, но при неболь-
шом снижении этого уровня в условиях дефицита
эндогенного ЛГ эти эффекты начинают выявляться.

Ароматаза (цитохром P450c19) является одним
из ключевых ферментов овариального стероидоге-
неза, катализируя превращение андрогенов в эст-
рогены. В ходе эстрального цикла экспрессия и ак-
тивность ароматазы сильно меняются, причем из-
менение активности фермента “отстает” от
экспрессии гена Cyp19a1. Так, экспрессия гена
Cyp19a1 максимальна в диэструсе, немного снижа-
ется в первой половине проэструса и резко снижа-

ется, становясь почти неопределяемой, в фазе эст-
руса, в то время как пик активности фермента при-
ходится на проэструс и далее постепенно
снижается до наступления фазы диэструса следую-
щего цикла [40], и это положительно коррелирует с
количеством белка ароматазы и с количеством эст-
радиола в крови в эти периоды развития фолликула
[41]. Эти изменения активности также ассоцииро-
ваны с подъемом уровня ЛГ и активацией ЛГ-зави-
симых сигнальных путей в клетках гранулезы и, в
меньшей степени, в клетках теки [41]. Нами пока-
зано сопоставимое по величине стимулирующее
влияние ХГЧ и TP03 на экспрессию гена Cyp19a1,
как у контрольных самок крыс, так и у животных с
обработкой Оргалутраном, и это повышение поло-
жительно коррелировало со стероидогенной ак-
тивностью обоих агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ
(рис. 3). Интересно отметить, что стимулирующий
эффект ХГЧ на экспрессию гена ароматазы, в от-
личие от такового на экспрессию гена Cyp17a1, сла-
бо отличался от такового TP03. Так, соотношение
экспрессий гена Cyp17a1 в группах “Org + hCG” и
“Org + TP” составило 1.70, а гена ароматазы – 0.89.

Таким образом, нами впервые показано, что
введение половозрелым самкам крыс TP03, низко-
молекулярного аллостерического агониста рецеп-
тора ЛГ/ХГЧ, вызывает у них повышение уровня
прогестерона, в различной степени усиливает экс-
прессию ряда стероидогенных генов – холестерин-
транспортирующего белка StAR, цитохрома
P450c17 и ароматазы, и этот эффект проявлялся
как у контрольных крыс, в присутствии нормаль-
ного эндогенного ЛГ, так и у крыс, обработанных
антагонистом GnRH, с пониженным уровнем эн-
догенного ЛГ. Эффекты TP03 были сопоставимы с
таковыми ХГЧ, широко используемого в клинике
активатора овариального стероидогенеза и индук-
тора овуляции. При этом, в отличие от ХГЧ, TP03
не вызывал ослабления функционирования ком-
понентов гонадной оси, на что указывает отсут-
ствие его влияния на уровень ЛГ в крови и на экс-
прессию рецепторов ЛГ/ХГЧ в яичниках. Имеются
основания считать, что более мягкая стимуляция
стероидогенеза под действием TP03 может снижать
риски развития гиперстимуляции яичников, что
требует дальнейшего исследования. Полученные
данные свидетельствуют о способности TP03 сти-
мулировать овариальный стероидогенез у поло-
возрелых крыс и о перспективности разработки на
основе этого соединения лекарственных форм для
контролируемой индукции овуляции.
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EFFECT OF DIFFERENT LUTEINIZING HORMONE RECEPTOR
AGONISTS ON OVARIAN STEROIDOGENESIS

IN MATURE FEMALE RATS
A. A. Bakhtyukova, K. V. Derkacha, E. A. Fokinaa, I. A. Lebedeva,

V. N. Sorokoumovb, L. V. Bayunova a, and A. O. Shpakova,#

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

#e-mail: alex_shpakov@list.ru

In clinical practice, ovarian steroidogenesis is stimulated and ovulation is induced using such gonadotropin
preparations as human chorionic gonadotropin (hCG) and luteinizing hormone (LH) which, however, have a
number of side effects, including a reduction in ovarian sensitivity to endogenous LH and ovarian hyperstimu-
lation syndrome. An alternative to hCG and LH could be allosteric LH/hCG receptor agonists, including the
thieno-[2,3-d]-pyrimidine derivative TP03 developed in our laboratory. This work was aimed to study the effect
of TP03 (40 μg/kg, i.p.) versus hCG (30 IU/rat, s.c.) on ovarian steroidogenesis in mature female rats in the late
proestrus phase, including those treated with the gonadotropin releasing hormone (GnRH) antagonist Orgalu-
tran (100 μg/kg, s.c., 3 h before TP03 or hCG administration). Estradiol, progesterone and LH levels were mea-
sured in the blood, while expression levels of the steroidogenesis-related genes Star, Cyp11a1, Hsd3b, Cyp17a1,
Hsd17b, Cyp19a1 and LH/hCG receptor gene Lhcgr were assessed in the ovaries. Three hours after administra-
tion, TP03 and hCG increased blood progesterone levels and stimulated the expression of genes encoding the
cholesterol-transporting protein StAR, cytochrome P450c17 and aromatase (cytochrome P450c19), with this ef-
fects detected both in control rats with normal LH levels and in Orgalutran-treated rats with reduced LH levels.
The effects of TP03 were comparable to those of hCG, but in contrast to hCG, TP03 did not reduce the activity
of the hypothalamic–pituitary–gonadal axis, as indicated by the lack of its influence on blood LH levels and
ovarian expression of LH/hCG receptors. Our data indicate the ability of TP03 to effectively stimulate ovarian
steroidogenesis, as well as good prospects for the development of TP03-based drugs for controlled ovulation in-
duction.

Keywords: allosteric agonist, ovarian steroidogenesis, luteinizing hormone receptor, human chorionic gonado-
tropin, mature rats, progesterone, cytochrome P450c17
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