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В настоящее время ведется поиск селективных антагонистов рецептора лютеинизирующего гормо-
на (ЛГ), необходимых для подавления стероидогенеза при гормонозависимых опухолях и предот-
вращения синдрома гиперстимуляции яичников. Одним из подходов для решения этой проблемы
является создание низкомолекулярных антагонистов аллостерического сайта этого рецептора, ло-
кализованного в его трансмембранном домене. Цель работы состояла в разработке гетероцикличе-
ских соединений, производных тиено-[2,3-d]пиримидина (TP31), пиримидо[4,5,6-de][1,6]нафти-
ридина (PP10) и пиридо[3,4-d]пиримидина (PP17), и в изучении их способности влиять на функци-
ональную активность рецептора ЛГ в условиях in vitro и in vivo. Показано, что соединение TP31 в
микромолярных концентрациях подавляет стимулирующие эффекты хорионического гонадотро-
пина человека (ХГЧ) и TP03, аллостерического агониста рецептора ЛГ, на активность аденилатцик-
лазы в тестикулярных мембранах крысы, причем его действие в наибольшей степени проявлялось в
отношении стимулирующих эффектов TP03. Это обусловлено большей селективностью антагони-
ста TP31 в отношении cAMP-зависимых сигнальных каскадов, преимущественно активируемых
TP03 и реализуемых через Gs-белки. Соединение PP17 в одинаковой степени ингибировало стиму-
лирующие эффекты ХГЧ и TP03 на активность аденилатциклазы, но было менее активным в срав-
нении с TP31. При интратестикулярном (10 мг/кг) и внутрибрюшинном (45 мг/кг) введении самцам
крыс соединения TP31 и PP17 снижали базовый уровень тестостерона в крови, а также подавляли
продукцию тестостерона, стимулированную ХГЧ (100 МЕ/крысу), причем ингибирующий эффект
TP31 был выражен намного сильнее. В сравнении с TP31 и PP17, соединение PP10 характеризова-
лось слабо выраженной антагонистической активностью в условиях in vitro и in vivo. Полученные
данные указывают на то, что TP31, наиболее активный функциональный антагонист среди изучен-
ных соединений, связываясь с аллостерическим сайтом рецептора ЛГ, делает его малодоступным
для аллостерических агонистов и нарушает передачу гормонального сигнала через рецептор ЛГ, что
указывает на перспективность разработки ингибиторов ЛГ-зависимых путей и стероидогенеза на
его основе.
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ВВЕДЕНИЕ

Основными регуляторами стероидогенеза у
мужчин и женщин являются лютеинизирующий
гормон (ЛГ), который вырабатывается гонадо-
трофами гипофиза, и его структурный и функци-
ональный гомолог – хорионический гонадотро-
пин человека (ХГЧ), гипофизарная форма кото-
рого, как и ЛГ, вырабатывается гонадотрофами, а
плацентарная форма продуцируется у женщин в

первом триместре беременности. Все формы го-
надотропинов специфично взаимодействуют с
эктодоменом рецептора ЛГ, активируют его и за-
пускают широкий спектр сигнальных каскадов в
клетках Лейдига семенников или в клетках грану-
лезы и теки яичников, стимулируя процесс стеро-
идогенеза [1–3]. Фармакологические препараты
ЛГ и ХГЧ способны вызывать побочные эффек-
ты, что обусловлено их низкой селективностью
по отношению к внутриклеточным эффектор-
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ным системам, развитием к ним резистентности
клеток-мишеней, необходимостью парентераль-
ного введения, иммуногенностью и гетероген-
ностью. Вследствие этого ведется разработка
низкомолекулярных аллостерических агонистов
рецептора ЛГ, способных стимулировать стерои-
догенез, не вызывая побочных эффектов, харак-
терных для гонадотропинов [4, 5]. Наиболее эф-
фективными среди них являются производные
тиено-[2,3-d]пиримидина, в том числе ранее раз-
работанные нами соединения TP01, TP03, TP04 и
TP23 которые при различных способах введения
самцам крыс стимулируют тестикулярный стеро-
идогенез и повышают уровень тестостерона в
крови животных [6–10].

Наряду с активаторами рецептора ЛГ, в кли-
нике востребованы и его антагонисты, снижаю-
щие функциональную активность ЛГ-зависимых
сигнальных каскадов. Они нацелены на предот-
вращение гиперактивации этих каскадов при раз-
витии синдрома гиперстимуляции яичников
[11, 12], а также могут использоваться для лече-
ния гормонозависимых опухолей, ингибируя
ЛГ-зависимую сигнализацию и снижая продук-
цию стероидных гормонов [13, 14]. Для этого
обычно используют антагонисты гонадолибери-
на, стероидные и нестероидные антиандроген-
ные препараты, что, однако, сопряжено с разви-
тием острого дефицита стероидных гормонов и
тяжелыми репродуктивными расстройствами
[13–15]. Альтернативой может стать разработка
низкомолекулярных аллостерических регулято-
ров рецептора ЛГ с активностью антагонистов
и(или) инверсионных агонистов. В 2009 году бы-
ло получено соединение LUF5771, производное
терфенила, наделенное активностью инверсион-
ного агониста рецептора ЛГ, но оно до сих пор не
используется в клинических условиях [16, 17].
Необходимо отметить, что, в отличие от рецепто-
ра ЛГ, разработано значительное число низкомо-
лекулярных антагонистов и инверсионных аго-
нистов для рецепторов тиреотропного (ТТГ)
и фолликулостимулирующего гормонов (ФСГ),
сходных по структурно-функциональной органи-
зации с рецептором ЛГ [5, 18–20].

Целью работы были разработка и изучение ме-
ханизмов действия различных по структуре гете-
роциклических соединений, производных тиено-
[2,3-d]пиримидина (TP31), пиримидо[4,5,6-de]
[1, 6]нафтиридина (PP10) и пиридо[3,4-d]пири-
мидина (PP17), с активностью антагонистов ре-
цептора ЛГ и зависимых от него сигнальных
каскадов в условиях in vitro и in vivo. Антагонисти-
ческую активность оценивали по влиянию иссле-
дуемых соединений на стимулированную ХГЧ ак-
тивность аденилатциклазы (АЦ) в тестикулярных
мембранах крысы, а также на базовый и стимули-
рованный ХГЧ уровень тестостерона в крови сам-
цов крыс. Для исследования также использовали

разработанное и изученное ранее тиено-[2,3-
d]пиримидиновое производное TP03 с активно-
стью полного аллостерического агониста рецеп-
тора ЛГ [7, 9, 10].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для экспериментов были взяты самцы крыс

Wistar (возраст 2.5–3 мес.), которых содержали в
стандартных условиях вивария и на стандартном
рационе. Все процедуры проводили в соответ-
ствии с правилами, разработанными Комитетом
по биоэтике ИЭФБ РАН (15.02.2018 г.), и с прави-
лами и требованиями, изложенными в докумен-
тах “European Communities Council Directive 1986”
(86/609/EEC) и “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”.

В биохимических экспериментах использо-
вали креатинфосфат, креатинфосфокиназу из
мышц кролика, cAMP, ATP, β,γ-имидогуанозин-
5'-трифосфат (GppNHp) и другие реактивы про-
изводства фирмы Sigma (США). ХГЧ был произ-
водства Московского эндокринологического за-
вода (Россия). Для определения активности АЦ
использовали [α-32P]ATP (150 ГБк/ммоль) произ-
водства “Изотоп” (Россия). Для разделения сме-
си меченых нуклеотидов использовали активиро-
ванную нейтральную окись алюминия (Sigma).
Структуру синтезируемых соединений подтвер-
ждали с помощью 1H-ЯМР и масс-спектромет-
рии высокого разрешения. Для регистрации
спектров 1H-ЯМР использовали спектрометр
Bruker Avance III 400 (на ядрах 1H с частотой
400.13 MГц). Химические сдвиги указывали в
миллионных долях (δ, м.д.), в качестве внутрен-
него стандарта использовали остаточный сигнал
ДМСО-d6 (2.50 м.д.), константы спин-спинового
взаимодействия (J) измеряли в приближении пер-
вого порядка и приводили в Гц. Масс-спектры вы-
сокого разрешения регистрировали с помощью
спектрометра Bruker micrOTOF (electrospray ioniza-
tion – time of flight, ESI-TOF) (Германия).

Соединение TP31, 5-амино-N-(трет-бутил)-
2-(метилтио)-4-[3-(2-(этиламино)никотинамидо)-
фенил]тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид
(рис. 1), синтезировали по той же схеме, что и
соединение TP03, как описано ранее [7]. Для синте-
за использовали реакцию ацилирования 5-амино-
4-(3-аминофенил)-N-(трет-бутил)-2-(метилсуль-
фанил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида
в присутствии 1-[бис(диметиламино)метилен]-
1H-1,2,3-триазоло[4,5-b]пиридиний 3-оксида гек-
сафторфосфата (HATU) и N,N-диизопропил-
этиламина. Целевой продукт очищали с помощью
колоночной хроматографии (элюент: хлоро-
форм−ацетон 10:1), перекристаллизовывали из
метанола, выход составил 44%, т. пл. 149–150°С.
Спектр ЯМР 1Н (δ, м. д. (J, Гц), ДМСО-d6) содер-
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жал следующие сигналы: 1.16 (3Н, т, CH2CH3,
J 7.1); 1.37 (9Н, с, t-Bu); 2.62 (3H, c, SMe); 3.44
(2H, к, CH2CH3, J 7.1); 6.11 (2H, c, NH2); 6.64 (1H,
дд, J 4.8, 7.6); 6.97 (1H, c, NH-t-Bu); 7.39 (1H, д,
J 7.6); 7.58 (1H, т, J 7.9); 7.89–7.99 (2H, м); 8.02
(1H, c); 8.10 (1H, дд, J 1.7, 7.6); 8.23 (1H, дд, J 1.6,
4.8); 10.47 (1H, c). По данным масс-спектромет-
рии высокого разрешения, молекулярная масса
ТР31 составила 536.1899 (вычислено для [M + H+] –
536.1897; C26H29N7O2S2).

Соединение PP10, этиловый эфир 8-амино-5-
метил-2-(метилсульфанил)-6-(метиксикарбонил)-
7Н-пиримидо[4,5,6-de] [1, 6]нафтиридин-9-кар-
боновой кислоты (рис. 1), было получено, как
описано ранее [21]. Целевой продукт очищали с
помощью колоночной хроматографии, перекри-
сталлизацию проводили в смеси гексан–этилаце-
тат 1 : 1. Выход реакции составил 63%, т. пл. 187-
190°С (с разложением). Спектр ЯМР 1Н (δ, м. д.
(J, Гц), ДМСО-d6) содержал следующие сигналы:
1.32 (т, 3H, J = 7.1, CH2CH3), 2.33 (с, 3H, SCH3),
2.54 (с, 3H, 7-Me), 3.85 (с, 3H, CO2CH3), 4.28
(к, 2H, J = 7.1, CH2CH3), 7.74 (2H, ш.с., NH2).
По данным масс-спектрометрии высокого раз-
решения, молекулярная масса PР10 составила
376.1081 (вычислено для [M + Na+] – 376.1074;
C16H18N5O4S).

Соединение PP17, этиловый эфир 7-амино-4-
(3-(этоксикарбонил)пиперидин-1-ил)-2-(метил-
сульфанил)пиридо[4,3-d]пиримидин-8-карбо-
новой кислоты (рис. 1), было получено нуклео-
фильным замещением активного атома хлора
циклическим амином (этилнипекотатом) из
этилового эфира 7-амино-2-метилсульфанил-4-
хлорпиридо[4,3-d]-пиримидин-8-карбоновой кис-
лоты (соединение 1), синтез которого описан
ранее [22].

В соответствии с разработанной методикой,
к раствору этилового эфира нипекотиновой кис-
лоты (1.59 ммоль) и N,N-диизопропилэтиламина
(2.0 ммоль) в сухом N,N-диметилформамиде
(2 мл) добавляли соединение 1 (1.33 ммоль). Рас-
твор перемешивали 15 мин при комнатной темпе-
ратуре, добавляли к нему охлажденную воду
(12 мл, 4°С), продукт экстрагировали хлористым
метиленом (дважды по 10 мл), органическую фазу
промывали водой (дважды по 8 мл), высушивали
над прокаленным CaCl2, растворитель отгоняли в
вакууме, остаток растирали с гексаном (10 мл),
выдержали в течение 1 ч (+4°С), полученные кри-
сталлы отфильтровали и высушивали. Выход ре-
акции составил 66%, т. пл. 125–127°С. Спектр
ЯМР 1Н (δ, м. д. (J, Гц), дейтерированный хлоро-
форм) содержал следующие сигналы: 8.76 (c, 1H),
6.69 (ш.с., 2H), 4.47 (кв, J = 7.1, 2H), 4.42–4.35
(м, 1H), 4.17 (кв, J = 7.1, 2H), 4.14–4.07 (м, 1H),
3.46 (дд, J = 13.3, 10.0, 1H), 3.39–3.30 (м, 1H),

2.78–2.69 (м, 1H), 2.62 (с, 3H), 2.21–2.13 (м, 1H),
1.94–1.66 (м, 4H), 1.46 (т, J = 7.1, 3H), 1.27 (т, J =
= 7.1, 3H). По данным масс-спектрометрии высо-
кого разрешения, молекулярная масса PР17
составила 420.1712 (вычислено для [M + Na+] –
420.1700; C19H26N5O4S).

Для определения активности соединений в
условиях in vitro из тканей семенников крыс
Wistar (n = 6) выделяли фракции плазматических
мембран. Животных наркотизировали, декапи-
тировали, иссекали у них ткани семенников, ко-
торые затем промывали в охлажденном до 4°C
40 мМ Трис-HCl-буфере (pH 7.4), содержащем
5 мМ MgCl2, 10% сахарозу и ингибиторы протеаз
(буфере А), измельчали и гомогенизировали в
10 объемах того же буфера. Гомогенат центрифу-
гировали (1500 g, 10 мин), супернатант отделяли и
повторно центрифугировали (20000 g, 30 мин).
Осажденные мембраны ресуспендировали в бу-

Рис. 1. Структуры соединений TP31, PP10 и PP17, отно-
сящихся к классам тиено-[2,3-d]пиримидинов, пири-
мидо[4,5,6-de] [1, 6]нафтиридинов и пиридо[3,4-d]пи-
римидинов.
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фере А без сахарозы (содержание белка 1–
2 мг/мл), замораживали и хранили при –80°C,
используя в дальнейшем для определения актив-
ности АЦ.

Активность АЦ (ATP-пирофосфатлиазы цик-
лизующей, НФ 4.6.1.1) во фракциях тестикуляр-
ных мембран определяли, как описано ранее [7],
для чего мембраны (50–80 мкг белка) инкубиро-
вали в течение 12 мин при 37°С в смеси, содержа-
щей 50 мМ Трис-HCl (pH 7.5), 5 мМ MgCl2,
0.1 мМ cAMP, 1 мМ ATP, 37 КБк [α-32P]ATP,
20 мМ креатинфосфата, 0.2 мг/мл креатинфос-
фокиназы. Реакцию проводили в течение 12 мин
при 37°C, начиная добавлением фракции мем-
бран и останавливая добавлением в пробу 100 мкл
0.5 M HCl. Пробы кипятили в течение 6 мин, кис-
лоту нейтрализовали 100 мкл 1.5 M имидазола.
Образовавшийся [32P]cAMP отделяли от других
меченых нуклеотидов на колонках с нейтраль-
ным оксидом алюминия (градация II по Брокма-
ну), используя в качестве элюента 8 мл 10 мМ
имидазол-HCl буфера (pH 7.4). Радиоактивность
измеряли на счетчике LKB 1209/1215 RackBeta
(LKB, Швеция). Активность АЦ оценивали по
количеству cAMP, который получался в ходе ре-
акции, и выражали в пмоль cAMP/мин/мг белка.
Гидрофобные соединения TP03, TP31, PP10 и
PP17 растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО).
В контрольные пробы вместо соединений в том
же объеме добавляли растворитель, рассматривая
активность АЦ в них как базовую.

При изучении активности TP31, PP10 и PP17 в
условиях in vivo их растворяли в ДМСО и вводили
самцам крыс интратестикулярно в дозе 10 мг/кг
или внутрибрюшинно в дозе 45 мг/кг. Контроль-
ным крысам вместо препаратов интратестику-
лярно или внутрибрюшинно вводили ДМСО в
том же объеме. Инъекции проводили в 11.00, кон-
центрацию тестостерона оценивали до введения
(10.00) и через 1, 3 и 5 ч (12.00, 14.00, 16.00) после
введения препаратов. Для изучения влияния со-
единений на стимулирующий продукцию тесто-
стерона эффект ХГЧ их вводили внутрибрюшин-
но в дозе 45 мг/кг за 20 мин до введения гонадо-
тропина (в 10.40 и 11.00, соответственно). ХГЧ
вводили подкожно в дозе 100 МЕ/крысу. В каж-
дой группе было по 5 животных. Образцы крови
для определения уровня тестостерона получали
из хвостовой вены, используя местный наркоз с
помощью анестезии 2% раствором лидокаина
(в расчете 2–4 мг/кг). Концентрацию тестостеро-
на определяли с помощью наборов Тестостерон-
ИФА (Алкор-Био, Россия), используя спектро-
фотометр Anthos Absorbance Reader 2020 (Anthos
Labtec Instruments, Австрия).

Статистический анализ осуществляли, ис-
пользуя программу Microsoft Office Excel 2007.
Нормальность распределения проверяли с помо-

щью критерия Шапиро–Уилка. Для сравнения
двух выборок с нормальным распределением ис-
пользовали t-критерий Стьюдента, для сравнения
трех групп – дисперсионный анализ с поправкой
Бонферрони. Статистически значимыми считали
отличия при уровне значимости p < 0.05, данные
представляли как среднее ± стандартная ошибка
среднего (mean ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Среди серии синтезированных нами гетеро-
циклических соединений были идентифицирова-
ны три, которые характеризовались способно-
стью ингибировать стимулирующие эффекты ор-
тостерических (ХГЧ) и аллостерических (TP03)
агонистов рецептора ЛГ на активность аденилат-
циклазной системы в тестикулярных мембранах.
Два из них, производное тиено-[2,3-d]пиримиди-
на TP31 и производное пиридо[3,4-d]пиримиди-
на PP17, были синтезированы и охарактеризова-
ны нами впервые. В свою очередь, соединение
PP10 является единственным известным в насто-
ящее время представителем класса пери-конден-
сированных гетероциклов – пиримидо[4,5,6-de]
[1, 6]нафтиридинов, а его синтез включает до-
вольно редкую циклизацию путем окислительно-
го нуклеофильного замещения в ароматическом
ядре, впервые описанную нами ранее для такого
рода субстратов [21].

Соединения TP31, PP10 и PP17 в концентраци-
ях 10–6 и 10–4 М существенно не влияли на базо-
вую активность АЦ в тестикулярных мембранах, в
то время как ХГЧ (10–9 М) и соединение TP03
(10–5 М) ее повышали, причем АЦ эффект ХГЧ
существенно превышал таковой TP03 (табл. 1).
При совместном действии ХГЧ и TP03 стимули-
рующее влияние гонадотропина на активность
АЦ не только сохранялось, но и в небольшой сте-
пени усиливалось. Активность фермента при сов-
местной обработке ХГЧ и TP03 составила 151.0 ±
± 2.5 пмоль cAMP/мин/мг белка и была досто-
верно выше, чем при добавлении одного ХГЧ
(p < 0.05). В тестикулярных мембранах, которые
преинкубировали (5 мин, +4°C) с 10–4 М TP31,
PP10 и PP17, стимулирующий АЦ эффект ХГЧ
ослаблялся, причем TP31 подавлял его в значи-
тельной степени. В концентрации 10–6 М только
соединение TP31 достоверно снижало эффект
ХГЧ (табл. 1). Преинкубация мембран с PP10 в
обеих концентрациях достоверно снижала, хотя и
в небольшой степени, стимулирующее воздей-
ствие TP03 на активность АЦ, в то время как в
случае преинкубации с соединениями TP31 и
PP17 эффективной была только концентрация
10–4 М (табл. 1). В ней TP31 снижал стимулирую-
щий эффект TP03, оцениваемый по приросту ак-
тивности АЦ над ее базовым уровнем, на 84%, в



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 4  2020

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ЛИГАНДЫ РЕЦЕПТОРА 275

то время как PP17 – на 48%. Таким образом, среди
исследуемых соединений тиено-[2,3-d]пиримидин
TP31 оказывает наиболее выраженное ингибирую-
щее влияние на стимулированную ХГЧ и TP03 ак-
тивность АЦ, причем его влияние в наибольшей
степени выражено в отношении аллостерического
агониста TP03. Ингибирующее влияние PP17 менее
выражено и неселективно в отношении TP03, в то
время как PP10 характеризовалось сравнительно
низкой антагонистической активностью.

Интратестикулярное введение крысам TP31,
PP10 и PP17 в дозе 10 мг/кг приводило к сниже-
нию уровня тестостерона в крови, в наибольшей
степени в случае TP31 (рис. 2). Ингибирующий
эффект нарастал во времени, и через 5 ч во всех
исследуемых группах уровень тестостерона был
достоверно снижен в сравнении с его начальным
уровнем. Значения AUC12.00–16.00, представляю-

щие собой интегрированную площадь под кри-
вой “концентрация тестостерона (нМ) – время
(12.00–16.00, ч)”, для крыс, обработанных TP31 и
PP17, были ниже в сравнении с контролем (p < 0.05)
(табл. 2).

Внутрибрюшинное введение крысам TP31 и
PP17 в дозе 45 мг/кг снижало уровни тестостерона
через 3 и 5 ч, в то время как в случае PP10 отмеча-
ли тенденцию к снижению, но различия с началь-
ным уровнем тестостерона не были статистиче-
ски значимыми на всем протяжении эксперимен-
та (рис. 3). Введение TP31 и PP17 за 20 мин до
инъекции ХГЧ в значительной степени снижало
стимулированный гонадотропином уровень те-
стостерона, причем ингибирующее влияние TP31,
как и при его воздействии на базовые уровни те-
стостерона, было выражено сильнее. Так, инду-
цированный гонадотропином прирост уровня

Таблица 1. Влияние преинкубации фракций тестикулярных мембран с соединениями TP31, PP10 и PP17 на вы-
зываемую ХГЧ и TP03 стимуляцию активности аденилатциклазы

aРазличия по сравнению с контролем статистически значимы при p < 0.05.
bРазличия по сравнению с ХГЧ- или TP03-стимулированной активностью в пробах с добавлением ДМСО статистически зна-
чимы при p < 0.05. n = 6.

Преинкубация
Активность АЦ, пмоль cAMP/мин/мг белка, M ± SEM

контроль ХГЧ, 10–9 М TP03, 10–5 М

ДМСО 23.7 ± 1.1 135.2 ± 4.3a 64.7 ± 2.9a

TP31, 10–6 М 24.9 ± 0.9 110.2 ± 4.1a, b 57.3 ± 2.9a

TP31, 10–4 М 23.1 ± 1.0 68.5 ± 3.2a, b 29.7 ± 1.8b

PP10, 10–6 М 22.7 ± 0.8 124.2 ± 2.3a 55.3 ± 1.1a, b

PP10, 10–4 М 20.5 ± 0.6 105.0 ± 2.4a, b 52.3 ± 1.6a, b

PP17, 10–6 М 22.4 ± 0.5 122.3 ± 2.1a 57.0 ± 1.9a

PP17, 10–4 М 21.5 ± 1.0 88.7 ± 3.1a, b 42.8 ± 1.5a, b

Таблица 2. Рассчитанные значения интегрированной площади под кривыми “Концентрация тестостерона (нМ) –
время (12.00–16.00)” при интратестикулярном и внутрибрюшинном введении самцам крыс соединений TP31,
PP10 и PP17, в том числе в условиях стимуляции стероидогенеза с помощью ХГЧ

aРазличия по сравнению с группой, получавшей ДМСО (контроль), статистически значимы при p < 0.05. 
bРазличия между группами крыс, обработанных TP31 + ХГЧ и PP17 + ХГЧ, статистически значимы при p < 0.05.

Соединение

AUC12.00–16.00, усл. ед.

интратестикулярное 
введение

внутрибрюшинное 
введение

внутрибрюшинное 
введение совместно с ХГЧ

ДМСО 54.3 ± 6.9 76.8 ± 4.9 393.6 ± 22.8

TP31 27.9 ± 2.4a 31.0 ± 2.6a 196.9 ± 13.4a

PP10 45.0 ± 3.9 50.6 ± 6.9 310.3 ± 22.4

PP17 35.2 ± 6.1 42.4 ± 4.9a 260.0 ± 15.6a, b
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гормона в группе, обработанной TP31, через 3 и
5 ч снижался в среднем в 4 раза, а значение
AUC12.00–16.00 для этой группы было снижено в
2 раза (рис. 3, табл. 2). Более того, значение
AUC12.00–16.00 для группы TP31 + ХГЧ было досто-
верно ниже в сравнении с таковым для группы
PP17 + ХГЧ (табл. 2). Соединение PP10 при введе-
нии самцам крыс в дозе 45 мг/кг слабо влияло на
стимулированную ХГЧ продукцию тестостерона
(рис. 3, табл. 2). Таким образом, соединение TP31
при различных способах введения самцам крыс
снижало как базовую, находящуюся под контро-
лем эндогенного ЛГ, так и стимулированную эк-
зогенным ХГЧ продукцию тестостерона и пре-
восходило по этому показателю пиридо[3,4-d]пи-
римидиновое производное PP17, в то время как
пиримидо[4,5,6-de] [1, 6]нафтиридиновое произ-
водное PP10 в условиях in vivo было малоактивным.

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на острую необходимость разработ-
ки селективных регуляторов рецептора ЛГ с ак-
тивностью антагонистов, такие работы единич-
ны. Среди таких регуляторов разработанное
голландскими учеными соединение LUF5771,
производное терфенила, которое подавляло сти-
муляцию рецептора ЛГ/ХГЧ гонадотропинами и
низкомолекулярными аллостерическими агони-
стами [16, 17]. В концентрации 10 мкМ оно в 3 ра-
за ускоряло скорость диссоциации производного
тиено-[2,3-d]пиримидина Org 43553 от рецептора
ЛГ/ХГЧ и в 2–3 раза снижало стимулирующие

эффекты ХГЧ и Org 43553 на сигнальные каска-
ды, зависимые от гонадотропинов [16]. Значи-
тельно большее число низкомолекулярных со-
единений с активностью антагонистов и инвер-
сионных агонистов, относящихся к различным
классам органических соединений, включая тие-
но-[2,3-d]пиримидины, разработано для рецеп-
торов ФСГ и ТТГ. Как и в случае LUF5771, их ин-
гибирующий эффект реализуется вследствие их
специфичного взаимодействия с аллостериче-
ским сайтом рецепторов ФСГ и ТТГ, который
сформирован высококонсервативными участка-
ми трансмембранного домена и, как следствие,
структурно близок аллостерическому сайту ре-
цептора ЛГ [5, 18–20].

На основе данных литературы и собственных
результатов по изучению тиено-[2,3-d]пирими-
диновых производных нами была разработана, а
затем и изучена активность серии гетероцикличе-
ских соединений по их способности ингибиро-
вать стимулирующие эффекты ХГЧ и аллостери-
ческого агониста TP03 на активность аденилат-
циклазной сигнальной системы в тестикулярных
мембранах. В клетках Лейдига эта система вклю-
чает три основных компонента – рецептор ЛГ, ге-
теротримерный Gs-белок и фермент АЦ, и отве-
чает за большинство физиологических и биохи-
мических эффектов ЛГ и ХГЧ, в том числе за
стимуляцию ими стероидогенеза [1]. В результате
проведенного скрининга были идентифицирова-
ны три соединения с различной гетероцикличе-
ской структурой, в том числе впервые синтезиро-
ванные нами TP31 и PP10, которые снижали сти-

Рис. 2. Влияние интратестикулярного введения соединений TP31, PP10 и PP17 самцам крыс на уровень тестостерона
в плазме крови. Соединения TP31, PP10 и PP17 вводили в 11.00. a – различия с начальным уровнем тестостерона ста-
тистически значимы при p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, n = 5.
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мулированную ХГЧ и TP03 активность АЦ в
тестикулярных мембранах. Наибольшей актив-
ностью обладало производное тиено-[2,3-d]пи-
римидина TP31, которое в концентрации 100 мкМ
практически полностью подавляло стимулирую-
щий эффект TP03 на активность АЦ и в значи-
тельной степени снижало стимулирующий АЦ
эффект ХГЧ (табл. 1).

Поскольку соединение TP31 в наибольшей
степени предотвращает стимулирующее влияние
TP03 на аденилатциклазную систему, можно
предположить, что оно взаимодействует с алло-

стерическим сайтом рецептора ЛГ, делая его не-
доступным для TP03. Сходный механизм, состоя-
щий в блокировании аллостерического сайта, ле-
жит в основе действия большого числа созданных
в настоящее время низкомолекулярных антаго-
нистов рецепторов ФСГ и ТТГ, родственных ре-
цептору ЛГ. Среди них содержащие гидрофобные
бифенильные радикалы производные аминоал-
киламидов, пиперазинов, пиррол[2,1-c]-бензо-
диазепинов и индола с активностью аллостериче-
ских антагонистов и(или) негативных аллостери-
ческих модуляторов рецептора ФСГ [4, 5, 20, 23],

Рис. 3. Влияние внутрибрюшинного введения самцам крыс соединений TP31, PP10 и PP17 на уровень тестостерона в
крови животных (а) и на его стимуляцию хорионическим гонадотропином (б). 
В опытах без введения ХГЧ соединения TP31, PP10, PP17 вводили в 11.00. В опытах с введением ХГЧ соединения TP31,
PP10 и PP17 вводили в 10.40, в то время как подкожную инъекцию гонадотропина (100 МЕ/крысу) осуществляли в 11.00. 
a – различия по сравнению с стартовыми концентрациями тестостерона в группах крыс (10.00) статистически значимы
при p < 0.05; b – различия по сравнению с группой ДМСО + ХГЧ статистически значимы при p < 0.05; c – различия между
группами TP31 + ХГЧ и PP10 + ХГЧ статистически значимы при p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, n = 5.
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а также различные гетероциклические соединения
NCGC00229600, NCGC00242595, NCGC00242364
и S37a с активностью нейтральных аллостериче-
ских антагонистов рецептора ТТГ [5, 18, 19, 24, 25].

Соединение PP17 уступало TP31 по способно-
сти снижать стимулирующие АЦ эффекты ХГЧ и
TP03. В свою очередь, ингибирующее влияние
PP10 на эти эффекты ХГЧ и TP03 было выражено
слабо и практически не зависело от концентра-
ции этого соединения, что свидетельствует об
особенностях фармакологического профиля PP10 и
может указывать на аллостерическую природу регу-
ляции им рецептора ЛГ. Так, например, ADX61623,
аллостерический регулятор рецептора ФСГ, в
клетках с экспрессированным в них рецептором
ФСГ подавлял индуцированную гонадотропином
продукцию cAMP и прогестерона, но в высоких
концентрациях, напротив, усиливал стероидоге-
нез и повышал продукцию эстрадиола [26].

В условиях in vivo соединения TP31 и PP17 сни-
жали как базовую, так и стимулированную ХГЧ
продукцию тестостерона. Соединение TP31 было
одинаково эффективным как при интратестику-
лярном, так и при внутрибрюшинном способах
введения, в то время как ингибирующие эффекты
PP17 при его внутрибрюшинном введении ослаб-
лялись, что, вероятно, обусловлено частичной де-
градацией этого соединения в кровотоке и(или)
сниженной его биодоступностью для клеток Лей-
дига. Снижение базового уровня тестостерона в
условиях in vivo при отсутствии влияния TP31 на
базовую активность АЦ в условиях in vitro указы-
вает на то, что при введении самцам крыс TP31
подавляет стероидогенез, вызываемый эндоген-
ным ЛГ. При этом соединение TP31 лишь частич-
но снижает стероидогенный эффект ХГЧ, что мо-
жет быть обусловлено сохранением части рецеп-
торов ЛГ в активной, свободной от TP31 форме,
способной активироваться гонадотропином. По-
скольку регуляторы, наделенные активностью
аллостерических антагонистов и негативных ал-
лостерических модуляторов, с относительно низ-
кой аффинностью связываются с аллостериче-
ским сайтом рецептора, то даже при длительном
воздействии их субмаксимальных концентраций,
вследствие установления динамического равно-
весия между свободными и связанными формами
рецепторов, часть рецепторов сохраняет способ-
ность к активации агонистами. Это является важ-
ным преимуществом аллостерических регулято-
ров, поскольку они не вызывают тотального по-
давления активности рецепторов, что характерно
для антагонистов высокоаффинного ортостери-
ческого сайта [27, 28]. Имеются все основания
полагать, что TP31 лишь частично ингибирует
функции рецепторов ЛГ и, как следствие, не вы-
зывает острого андрогенного дефицита. Это яв-
ляется их важным преимуществом, поскольку
сильно выраженное подавление функций гипота-

ламо-гипофизарно-гонадной оси и контролируе-
мого ею стероидогенеза – крайне нежелательный
побочный эффект при использовании антиан-
дрогенных препаратов и высоких доз аналогов го-
надолиберина [13–15].

Сравнение структуры TP31 c ранее разрабо-
танным тиено-[2,3-d]пиримидиновыми произ-
водными с активностью агонистов показывает,
что основной причиной появления у TP31
свойств функционального антагониста является
введение во второе положение гетероцикличе-
ского кольца остатка никотиновой кислоты
дополнительной этиламинной группы. Это
меняет объем и заряд варьируемого заместите-
ля в 5-амино-4-(3-аминофенил)-N-(трет-бу-
тил)-2-(метилсульфанил)тиено[2,3-d]пиримидин-
6-карбоксамиде, используемом в качестве кар-
касной молекулы. У соединений TP01, TP03,
TP04 и TP23 с активностью полных агонистов ре-
цептора ЛГ в качестве такого заместителя высту-
пают незамещенные остатки изоникотиновой и
никотиновой кислот (TP01 и TP03), а также 1-ме-
тил-1Н-пиразольная (TP04) и 2-хлорникотино-
вая группы (TP23) [6–8]. Важно отметить, что да-
же небольшие изменения структуры каркасной
молекулы приводят к полной потере полученными
в результате таких модификаций тиено-[2,3-d]
пиримидиновыми производными активности
агонистов в отношении рецептора ЛГ, в то время
как на антагонистическую активность такие мо-
дификации не влияют. На это указывает то, что
соединение PP17, которое имеет отличающуюся
от тиено-[2,3-d]пиримидина гетероциклическую
систему и в котором отсутствуют трет-бути-
ламидная группа и варьируемый заместитель,
имеет активность функционального антагониста
рецептора ЛГ. В то же время оно с меньшей эф-
фективностью, в сравнении с TP31, подавляет
стимулирующие эффекты аллостерических аго-
нистов этого рецептора, что позволяет предполо-
жить негативное влияние перечисленных выше
структурных изменений в молекуле PP17 на его
способность взаимодействовать с аллостериче-
ским сайтом рецептора ЛГ.

Таким образом, нами впервые показано, что
соединения TP31 и PP17, производные тиено-
[2,3-d]пиримидина и пиридо[3,4-d]пиримидина,
действуют как функциональные антагонисты ре-
цептора ЛГ, препятствуя его стимуляции гонадо-
тропином и аллостерическим агонистом TP03.
По антагонистическому действию TP31 превос-
ходит PP17, что обусловлено его более эффектив-
ным связыванием с аллостерическим сайтом рецеп-
тора. Причиной этого является большее соответ-
ствие тиено-[2,3-d]пиримидиновых производных
пространственной структуре этого сайта. В срав-
нении с TP31 и PP17, соединение PP10, производ-
ное пиримидо[4,5,6-de] [1, 6]нафтиридина, ха-
рактеризуется низкой антагонистической актив-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 4  2020

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ЛИГАНДЫ РЕЦЕПТОРА 279

ностью в отношении рецептора ЛГ и зависимого
от него стероидогенеза. Наиболее активное соеди-
нение TP31 может быть использовано в качестве
прототипа для создания препаратов, предназна-
ченных для подавления стероидогенной функции
при лечении рака предстательной железы и неко-
торых других гормонозависимых опухолей, а так-
же для коррекции и предотвращения синдрома
гиперстимуляции яичников.

Работа поддержана Российским научным
фондом (проект № 19-75-20122). ЯМР-исследова-
ния проведены с использованием оборудования
ресурсного центра СПбГУ “Магнитно-резонанс-
ные методы исследования”, масс-спектры высо-
кого разрешения получены на оборудовании ре-
сурсного центра СПбГУ “Методы анализа соста-
ва вещества”.
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Currently, a search for selective antagonists of luteinizing hormone (LH) receptor, which are necessary to
suppress steroidogenesis in hormone-dependent tumors and to prevent the ovarian hyperstimulation syn-
drome, is carried out. One approach to solving this problem is the development of low-molecular-weight an-
tagonists of the allosteric site of this receptor located in its transmembrane domain. The aim of this work was
to develop the heterocyclic compounds, the derivatives of thieno[2,3-d]pyrimidine (TP31), pyrimido[4,5,6-
de][1,6]naphthyridine (PP10), and pyrido[3,4-d]pyrimidine (PP17), and to study their ability to influence
the functional activity of the LH receptor in the in vitro and in vivo conditions. It was shown that at micromo-
lar concentrations TP31 suppressed stimulating effects of human chorionic gonadotropin (hCG) on the ad-
enylyl cyclase activity in rat testicular membranes. Yet more pronounced was the suppressing effect of TP31
on the stimulating effect of TP03, an allosteric agonist of the LH receptor. This was due to a higher selectivity
of the TP31 antagonist with respect to the cAMP-dependent signaling cascades, predominantly activated by
TP03 and realized through Gs proteins. PP17 inhibited stimulatory effects of hCG and TP03 on the adenylyl
cyclase activity to a similar extent but was less potent than TP31. Upon intratesticular (10 mg/kg) or intraper-
itoneal (45 mg/kg) administration to male rats, TP31 and PP17 decreased the baseline plasma level of testos-
terone and inhibited the testosterone production stimulated by hCG (100 IU/rat); the inhibitory effect of
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TP31 was much more pronounced than that of PP17. PP10 exhibited a weaker antagonistic activity than TP31
and PP17 in the in vitro and in vivo conditions. The data obtained indicate that TP31, the most active func-
tional antagonist among the studied compounds, by binding to the allosteric site of the LH receptor, makes
it less accessible to allosteric agonists and impairs the hormonal signal transduction through the LH receptor.
This suggests the prospects of the development of TP31-based inhibitors of LH-dependent pathways and ste-
roidogenesis.

Keywords: low-molecular-weight ligand, receptor of luteinizing hormone, antagonist, testosterone, chorionic
gonadotropin
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