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Хорионический гонадотропин человека (ХГЧ) и лютеинизирующий гормон (ЛГ) широко использу-
ются для лечения репродуктивных расстройств и при контролируемой индукции овуляции, но их
применение ограничивается побочными эффектами. Альтернативой могут стать аллостерические
агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ, в том числе разработанный нами тиено[2,3-d]тиенопиримидин TP03.
Показано, что TP03 (50 мг/крысу, в/б) при введении неполовозрелым самкам крыс, обработанным
за 48 ч до этого Фоллимагом, повышает у них уровень прогестерона (максимум через 8 ч после об-
работки) и вызывает овуляцию, на что указывает появление через 24 ч желтых тел (8.6 ± 0.5 на яич-
ник). По своей активности TP03 сопоставим с ХГЧ, хотя действует более мягко. В отличие от ХГЧ,
он не приводит к повышению в яичниках экспрессии фактора роста эндотелия сосудов, который
способен вызвать синдром гиперстимуляции яичников. Таким образом, TP03 является перспектив-
ным препаратом, как индуктор овуляции и стимулятор овариального стероидогенеза.
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Разработка эффективных стратегий для кон-
тролируемой индукции овуляции, в том числе
при вспомогательных репродуктивных техноло-
гиях, является актуальной задачей современной
эндокринологии и репродуктивной медицины. В
настоящее время для этого используют препара-
ты гонадотропинов – мочевого и рекомбинант-
ного хорионического гонадотропина человека
(ХГЧ) и рекомбинантного лютеинизирующего
гормона (ЛГ), но они применяются в сравнитель-
но высоких дозах, и это приводит к гиперактива-
ции овариального рецептора ЛГ/ХГЧ и усиливает
экспрессию фактора роста эндотелия сосудов
(VEGF), что может стать причиной синдрома ги-
перстимуляции яичников (СГЯ) [1]. Наряду с

этим, гонадотропины обладают низкой специ-
фичностью по отношению к внутриклеточным
каскадам в клетках-мишенях, что обусловлено
взаимодействием активированного гормоном ре-
цептора ЛГ/ХГЧ с различными типами гетеро-
тримерных G-белков (Gs, Gq/11) и β-аррестинов
[2, 3]. Многие побочные эффекты фармакологи-
ческих препаратов ЛГ и ХГЧ обусловлены тем,
что паттерн их N-гликозилирования отличается
от такового у природных гормонов [4]. Важно от-
метить, что N-гликозилирование не только влия-
ет на аффинность гонадотропинов к рецептору,
но и играет определяющую роль в их эффектор-
ной специфичности [3, 4].

Все вышесказанное требует разработки аль-
тернативных подходов для индукции овуляции, и
большие ожидания здесь связывают с аллостери-
ческими регуляторами рецептора ЛГ/ХГЧ, в том
числе с производными тиено[2,3-d]-пиримидина
[5, 6]. Нами ранее были разработаны и изучены
два тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных
TP03 и TP04, наделенные свойствами полных ал-
лостерических агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ, ко-
торые при введении самцам крыс с андрогенным
дефицитом, вызванным старением или сахарным
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диабетом, восстанавливали тестикулярный сте-
роидогенез, нормализовали уровень тестостеро-
на, улучшали сперматогенез [7, 8]. Мы предполо-
жили, что эти соединения при введении самкам
крыс могут выступать в качестве индукторов ову-
ляции, стимулируя овариальный стероидогенез.
В пользу этого свидетельствуют данные о том, что
соединение Org43553, наделенное активностью
агониста рецептора ЛГ/ХГЧ и также относящееся
к классу тиено[2,3-d]-пиримидинов, способно
индуцировать овуляцию у животных и в условиях
клиники у женщин-добровольцев [9, 10]. В соот-
ветствии с этим, целью работы было в сравни-
тельном аспекте исследовать способность ХГЧ и
TP03 индуцировать овуляцию у неполовозрелых
самок крыс, регулировать овариальный стерои-
догенез и влиять на экспрессию генов VegfA и Veg-
fB, кодирующих различные изоформы фактора
роста эндотелия сосудов (VEGF-A, VEGF-B), во-
влеченные в развитие СГЯ [11]. При этом оцени-
валась временная динамика изучаемых эффектов
TP03 и ХГЧ.

В опытах использовали неполовозрелых самок
крыс линии Wistar возраста 22–24 дня, экспери-
менты осуществляли в соответствии с требовани-
ями Этического комитета ИЭФБ РАН (протокол
№ 2/4-2021), European Communities Council Di-
rective 1986 (86/609/EEC) и “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”. Для стимуляции фол-
ликулогенеза использовали гонадотропин сыво-
ротки жеребых кобыл Фоллимаг (1000 МЕ/фла-
кон, “Мосагроген”, Россия) (п/к, 15 МЕ/крысу).
Спустя 48 ч после обработки Фоллимагом крысам
вводили индукторы овуляции – TP03 (в/б, 50 мг/кг)
или ХГЧ (п/к, 15 МЕ/крысу). После введения
TP03 или ХГЧ через 4, 8, 16 или 24 ч у животных
забирали влагалищные мазки для микроскопии.

До и через соответствующие временные интерва-
лы после введения индукторов овуляции крыс
анестезировали (хлоральгидрат, 400 мг/кг, в/б),
декапитировали, забирали и взвешивали яични-
ки, морфологически оценивали число созревших
фолликулов, измеряли экспрессию овариальных
генов. Из шейных вен забирали кровь для определе-
ния стероидных гормонов. Формировали 10 групп
(во всех n = 5): контрольные крысы (К), получав-
шие вместо препаратов их растворители; крысы,
которых обрабатывали только Фоллимагом (че-
рез 48 ч после инъекции) (Ф); крысы, которых че-
рез 48 ч после инъекции Фоллимага обрабатыва-
ли TP03 (в/б, 50 мг/кг) или ХГЧ (п/к, 15 МЕ/кры-
су) и декапитировали через 4, 8, 16 и 24 ч после
введения TP03 (ФТ-4, ФТ-8, ФТ-16, ФТ-24) или
ХГЧ (ФГ-4, ФГ-8, ФГ-16, ФГ-24).

Для морфологического анализа яичники в те-
чение 48 ч (+4°C) фиксировали в 4%-ном раство-
ре пара-формальдегида, который готовили в
фосфатном буфере (0.1 М, pH 7.2), содержащем
0.9% NaCl (PBS). После промывки в PBS образ-
цы помещали в 30%-ный раствор сахарозы в
PBS (+4°C) и после криопротекции заморажи-
вали на сухом льду в среде Tissue-Tek® (“Sacura,
FinetekEurope”, Нидерланды). Продольные сре-
зы яичника (10 мкм) получали с помощью крио-
стата Leiсa CM-1520 (“Leica Microsystems”, Гер-
мания), каждый десятый из них монтировали на
стекла Super-Frost/plus (“Menzel”, Германия) и
высушивали. После обработки 50%-ным раство-
ром этанола (15 мин) стекла окрашивали Sudan-3
(15 мин), затем докрашивали гематоксилином и
заключали под покровное стекло с глицерином.
Изображения анализировали с помощью микро-
скопа Carl Zeiss Imager A1 (“Carl Zeiss”, Герма-
ния) с видеокамерой Axiocam 712 и программным

Таблица 1. Удельная масса яичников, число предовуляторных фолликулов и желтых тел у неполовозрелых самок
крыс после индукции овуляции с помощью TP03 или ХГЧ 

*Удельную массу яичников рассчитывали, как соотношение суммы масс левого и правого яичников к общей массе тела (в %).
** – у двух из 5 крыс выявлено по 2 овуляторных фолликула, у остальных они отсутствовали. Различия значимы при p < 0.05:
a – с группой К, b – с группой Ф. Данные представлены как M ± SEM, n = 5 в каждой группе.

Группа Удельная масса яичников, 
%*

Количество предовуля-торных 
фолликулов, шт./яичник

Количество желтых тел 
(овулировавших фолликулов), 

шт./яичник

К 0.020 ± 0.002 Нет Нет
Ф 0.046 ± 0.004 a 1.0 ± 0.5 Нет
ФТ-4 0.042 ± 0.002 a 1.8 ± 0.4 Нет
ФТ-8 0.037 ± 0.002 a 2.8 ± 0.6 Нет
ФТ-16 0.065 ± 0.006 a,b 5.6 ± 0.9 Нет
ФТ-24 0.054 ± 0.003 a 1.4 ± 0.7 8.6 ± 0.5
ФГ-4 0.066 ± 0.005 a,b 2.4 ± 0.5 Нет
ФГ-8 0.059 ± 0.010 a 3.2 ± 0.4 Нет
ФГ-16 0.078 ± 0.005 a,b 7.0 ± 0.8 0.8 ± 0.5**
ФГ-24 0.060 ± 0.004 a,b Нет 16.6 ± 1.2
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обеспечением Zen 3.4. Согласно гистологическо-
му атласу [12], на срезах подсчитывали количе-
ство предовуляторных фолликулов и желтых тел,
по которым оценивали число фолликулов, под-
вергнувшихся овуляции. Уровни эстрадиола и
прогестерона в крови крыс определяли с помо-
щью ИФА-анализа, используя наборы “Эстра-
диол-ИФА” и “Прогестерон-ИФА” (“ХЕМА”,
Россия). Тотальную РНК из яичников выделя-
ли с помощью реагента ExtractRNA (“Евроген”,
Россия), и проводили обратную транскрипцию с
помощью набора “MMLV RT Kit” (“Евроген”,
Россия). ПЦР осуществляли на амплификаторе
Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System
(“Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.”,
США) в смеси, содержащей 0.4 мкМ прямо-

го и обратного праймеров, используя реагент
qPCR-HS SYBR+Low ROX (“Евроген”, Россия).
Экспрессию генов VegfA и VegfB оценивали с по-
мощью метода delta-delta-Ct, используя ген акти-
на B (Actb) в качестве референсного, как описано
ранее [7]. Статистический анализ проводили с
помощью программы “Microsoft Office Excel
2007” (США). Результаты представляли, как
M ± SEM. Нормальность распределения оцени-
вали с помощью критерия Шапиро–Уилка. Зна-
чимыми считали различия при p < 0.05.

Исследование удельной массы яичников по-
казало значимое ее повышение во всех группах с
введением Фоллимага, в том числе с обработкой
TP03 и ХГЧ (табл. 1). Морфологический анализ
яичников показал, что количество предовулятор-
ных фолликулов при обработке крыс обоими ин-
дукторами овуляции нарастало в течение 16 ч по-
сле их введения. Через 24 ч число предовулятор-
ных фолликулов резко снижалось (TP03) или они
вовсе не обнаруживались (ХГЧ) (табл. 1). Желтые
тела, соответствующие овуляторным фоллику-
лам, в значимых количествах были выявлены у
животных в группах ФТ-24 и ФГ-24, что указыва-
ет на индукцию у них овуляции (табл. 1). 

Уровень прогестерона в крови существенно
повышался через 8 ч после обработки TP03 и
ХГЧ, в большей степени в случае ХГЧ (рис. 1а).
Повышение уровня прогестерона сохранялось
через 16 ч после обработки ХГЧ, но исчезало че-
рез 24 ч, что согласуется с данными других авто-
ров об остром пике повышения уровня прогесте-
рона в крови неполовозрелых крыс после введе-
ния ХГЧ и последующем его снижении [13, 14].
Рассчитанное значение AUC4-24 для кривой “кон-
центрация прогестерона (нМ)–время (ч)” в слу-
чае ХГЧ существенно превосходило соответству-
ющее значение для TP03 (1208 ± 156 vs. 475 ± 42,
p < 0.002). Уровень эстрадиола в группах с обра-
боткой TP03 и ХГЧ, напротив, значимо снижался
в сравнении с группой Ф (рис. 1б). Снижение бы-
ло более эффективным при использовании гона-
дотропина, на что указывает более низкое значе-
ние AUC4–24 для кривой “концентрация эстра-
диола (нМ)–время (ч)” в случае ХГЧ в сравнении
с TP03 (6.30 ± 0.74 vs. 9.29 ± 0.72, p < 0.05). О сни-
жении уровня эстрадиола после индукции овуля-
ции с помощью ХГЧ у неполовозрелых крыс со-
общали и другие авторы [13, 15]. Одной из причин
этого является изменение доступности тестосте-
рона для ароматазы, превращающей его в эстра-
диол [15]. Тем самым, динамика стероидогенных
эффектов у TP03 и ХГЧ была сходной, но ХГЧ
действовал эффективнее.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что, как и в случае стимуляции тестикулярного
стероидогенеза [7, 8], эффект аллостерического
агониста TP03 на овариальный стероидогенез яв-
ляется более умеренным в сравнении с ХГЧ, а ак-

Рис. 1.  Изменение содержания прогестерона (а) и
эстрадиола (б) в крови неполовозрелых самок крыс в
течение 24 ч после введения индукторов овуляции –
TP03 и ХГЧ.
В контрольной группе концентрация прогестерона в
крови составила 20.9 ± 3.7 нМ, эстрадиола – 0.19 ±
± 0.03 нМ. В опытных группах образцы сыворотки
крови получали через 48 ч после стимуляции фолли-
кулогенеза (группа Ф, точка 0) и затем через 4, 8, 16 и
24 ч после индукции овуляции ТР03 (группы ФТ-4,
ФТ-8, ФТ-16, ФТ-24) или ХГЧ (группы ФГ-4, ФГ-8,
ФГ-16, ФГ-24). Различия значимы при p < 0.05: a –
с группой К, b – с группой Ф. Данные представлены
как M ± SEM, n = 5 в каждой группе.
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тивность TP03, как индуктора овуляции, выраже-
на в меньшей степени. Однако это имеет опреде-
ленные преимущества, поскольку позволяет
избежать СГЯ, истощения овариального резерва
и снижения качества яйцеклеток, которые часто
встречаются при использовании ХГЧ [1]. Для
сравнительного изучения возможных рисков раз-
вития СГЯ при применении TP03 и ХГЧ в яични-
ках оценивали экспрессию генов VegfA и VegfB,
кодирующих VEGF-A и VEGF-B, которые могут
являться индукторами СГЯ [11]. Показано, что
экспрессия VegfA и VegfB в группе Ф с обработкой
одним Фоллимагом снижалась (рис. 2). TP03 и
ХГЧ слабо влияли на сниженную в группе Ф экс-
прессию гена VegfA, за исключением временного
интервала 24 ч, когда оба агониста подавляли ее в

еще большей степени (рис. 2а). В случае экспрес-
сии гена VegfB ситуация была иной. ХГЧ вызывал
значительную ее стимуляцию в сравнении с груп-
пой Ф, в то время как TP03 влиял на экспрессию
VegfB в небольшой степени, значимо повышая ее
только у крыс группы ФТ-16 (рис. 2б). Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что ХГЧ, несмотря на
используемую в нашем исследовании сравни-
тельно невысокую дозу препарата, в течение суток
после введения поддерживает высокий уровень
экспрессии VEGF-B. Это, в совокупности с более
высокой удельной массой яичников на протяжении
эксперимента, указывает на существенные риски
развития СГЯ, которые часто встречаются при ис-
пользовании гонадотропинов для контролируемой
индукции овуляции [1]. В свою очередь, TP03 су-
щественно не влиял на экспрессию VEGF-B, что
может свидетельствовать о низкой ве-роятности
развития СГЯ.

Таким образом, нами впервые показано, что
TP03, агонист рецептора ЛГ/ХГЧ, взаимодей-
ствующий с его трансмембранным аллостериче-
ским сайтом, как и коммерческий препарат ХГЧ,
взаимодействующий с внеклеточным ортостери-
ческим сайтом рецептора, характеризуется спо-
собностью стимулировать продукцию прогесте-
рона и индуцировать овуляцию у неполовозрелых
самок крыс. При этом TP03 в сравнении с ХГЧ
действовал на яичники более мягко, в меньшей
степени повышая уровень прогестерона в крови и
приводя к образованию вдвое меньшего числа
желтых тел. В то же время TP03, в отличие от ХГЧ,
не вызывал повышения экспрессии гена VEGF-B
в яичниках, что минимизирует вероятность раз-
вития СГЯ, ассоциированного с активацией
VEGF-зависимых сигнальных путей и являюще-
гося одним из тяжелых осложнений при исполь-
зовании гонадотропинов при осуществлении
контролируемой индукции овуляции во вспомо-
гательных репродуктивных технологиях.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все процедуры по уходу за животными и их исполь-
зованию в исследовании осуществляли в строгом со-
ответствии с требованиями Этического комитета
ИЭФБ РАН (протокол № 2/4-2021), European Commu-
nities Council Directive 1986 (86/609/EEC) и “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals”.
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Рис. 2.  Экспрессия генов VegfA (а) и VegfB (б), кодиру-
ющих изоформы A и B фактора роста эндотелия сосу-
дов, в яичниках неполовозрелых крыс, и влияние на
них индукторов овуляции – TP03 и ХГЧ.
В контрольной группе экспрессия генов VegfA и VegfB
в яичниках составила 1.03 ± 0.09 и 1.04 ± 0.08 отн. ед.,
соответственно. В опытных группах ткани яичников
получали через 48 ч после стимуляции фолликулоге-
неза (группа Ф, точка 0) и затем через 4, 8, 16 и 24 ч
после индукции овуляции ТР03 (группы ФТ-4, ФТ-8,
ФТ-16, ФТ-24) или ХГЧ (группы ФГ-4, ФГ-8, ФГ-16,
ФГ-24). Различия значимы при p < 0.05: a – с группой
К, b – с группой Ф. Данные представлены как
M ± SEM, n = 5 в каждой группе.
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STIMULATION OF OVULATION IN IMMATURE FEMALE RATS 
USING ORTHOSTERIC AND ALLOSTERIC LUTEINIZING 

HORMONE RECEPTOR AGONISTS
E. A. Fokinaa, K. V. Derkacha, A. A. Bakhtuykova, V. N. Sorokoumovb, I. A. Lebedeva,
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St. Petersburg, Russian Federation
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Presented by Academician of the RAS L.G. Magazanik

Human chorionic gonadotropin (hCG) and luteinizing hormone (LH) are widely used for the treatment of
reproductive disorders and for controlled ovulation induction, but their use is limited by side effects. Al-
losteric agonists of the LH/hCG receptor, including thieno[2,3-d]thienopyrimidine TP03 developed by us,
can become an alternative. TP03 (50 mg/rat, i.p.) when administered to immature female rats treated
48 hours before with Follimag has been shown to increase progesterone levels (maximum 8 hours post-treat-
ment) and induce ovulation, as indicated by the appearance at 24 hours corpus luteum (8.6 ± 0.5 per ovary).
In terms of its activity, TP03 is comparable to hCG, although it acts more moderately. In the ovaries, unlike
hCG, TP03 does not lead to an increase in the expression of vascular endothelial growth factor, which can
cause ovarian hyperstimulation syndrome. Thus, TP03 is a promising drug as an ovulation inducer and ovar-
ian steroidogenesis stimulator.

Keywords: ovulation induction, ovarian steroidogenesis, immature females, thienopyrimidine, allosteric ag-
onist, chorionic gonadotropin, luteinizing hormone
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