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Àêòèâàöèÿ àäåíèëàòöèêëàçû â ñåìåííèêàõ è ÿè÷íèêàõ êðûñ

Âàæíóþ ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè ðåïðîäóêòèâíûõ òêàíåé èãðàþò ñèãíàëüíûå ñèñòåìû, ðåãóëèðó-
åìûå ëþòåèíèçèðóþùèì ãîðìîíîì (ËÃ) è õîðèîíè÷åñêèì ãîíàäîòðîïèíîì ÷åëîâåêà (ÕÃ×) è âêëþ÷àþ-
ùèå â ñåáÿ â êà÷åñòâå ñåíñîðíîãî êîìïîíåíòà ðåöåïòîðû ËÃ. Ïðèìåíåíèå ËÃ è ÕÃ× â ìåäèöèíå äëÿ ëå-
÷åíèÿ çàáîëåâàíèé ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû è ðåøåíèÿ çàäà÷ âñïîìîãàòåëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ òåõíî-
ëîãèé îãðàíè÷åíî èõ âûñîêîé ñòîèìîñòüþ, íåîáõîäèìîñòüþ ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíèÿ, íàëè÷èåì
ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ. Â ïîñëåäíèå ãîäû âåäåòñÿ ðàçðàáîòêà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà
ËÃ, êîòîðûå ëèøåíû ýòèõ íåäîñòàòêîâ è ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ ïåðîðàëüíî. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè ñðå-
äè íèõ ÿâëÿþòñÿ òèåíîïèðèìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå, â ÷àñòíîñòè ñîåäèíåíèå Org 43553. Öåëü èññëåäî-
âàíèÿ ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ âïåðâûå ñèíòåçèðîâàííûõ íàìè àíàëîãîâ Org 43553 — 5-àìè-
íî-N-(òðåò-áóòèë)-4-(3-(èçîíèêîòèíàìèäî)ôåíèë)-2-(ìåòèëòèî)òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìè-
äà (ñîåäèíåíèå 1) è 5-àìèíî-N-(òðåò-áóòèë)-2-(ìåòèëòèî)-4-(3-(òèîôåí-3-êàðáîêñàìèäî)ôåíèë)òèåíî
[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèäà (ñîåäèíåíèå 2) — íà áàçàëüíóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ ËÃ àêòèâíîñòü
àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ
êðûñ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñîåäèíåíèÿ 1 è 2 äîçîçàâèñèìûì ñïîñîáîì ñòèìóëèðóþò áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ
â ìåìáðàíàõ, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ, ïðè÷åì ñîåäèíåíèå 2 áîëåå ýôôåêòèâíî â ñðàâíå-
íèè ñ ñîåäèíåíèåì 1. Çíà÷åíèÿ EC50 äëÿ ýôôåêòîâ ñîåäèíåíèé 1 è 2 íà àêòèâíîñòü ÀÖ ñîñòàâèëè
1.05—1.12 è 0.28—0.37 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÕÃ× íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ïðè-
ñóòñòâèè òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ ñîõðàíÿëîñü, à ïðè íèçêèõ, íåíàñûùàþùèõ, êîíöåíòðàöè-
ÿõ ãîðìîíà íàáëþäàëàñü àääèòèâíîñòü âëèÿíèÿ ÕÃ× è ñîåäèíåíèé 1 è 2 íà àêòèâíîñòü ÀÖ. Ýòî ñâèäåòå-
ëüñòâóåò î òîì, ÷òî òèåíîïèðèìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ àëëîñòåðè÷åñêèì ñàéòîì, êî-
òîðûé ëîêàëèçîâàí â òðàíñìåìáðàííîì êàíàëå ðåöåïòîðà ËÃ è íå ïåðåêðûâàåòñÿ ñ ñàéòîì ñâÿçûâàíèÿ
ãîíàäîòðîïèíîâ, ðàñïîëîæåííûì â N-êîíöåâîì ýêòîäîìåíå. Äåéñòâèå ñîåäèíåíèé 1 è 2 õàðàêòåðèçîâà-
ëîñü òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è íå âûÿâëÿëîñü â òêàíÿõ, ãäå ðåöåïòîðû ËÃ îòñóòñòâóþò. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñîåäèíåíèÿ 1 è 2 ìîãóò ñòàòü ïðîòîòèïàìè äëÿ ñîçäàíèÿ ëåêàðñòâåí-
íûõ ïðåïàðàòîâ, ðåãóëÿòîðîâ ôóíêöèé ìóæñêîé è æåíñêîé ðåïðîäóêòèâíûõ ñèñòåì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àãîíèñò, àäåíèëàòöèêëàçà, àëëîñòåðè÷åñêèé ñàéò, ðåöåïòîð ëþòåèíèçèðóþ-
ùåãî ãîðìîíà, ñåìåííèêè, òèåíîïèðèìèäèí, õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí, ÿè÷íèêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, ÀÖÑÑ — àäåíèëàòöèêëàçíàÿ ñèãíàëüíàÿ ñèñ-
òåìà, ÃÃÃ îñü — ãèïîòàëàìî-ãèïîôèçàðíî-ãîíàäíàÿ îñü, ÄÌÑÎ — äèìåòèëñóëüôîêñèä, ËÃ — ëþòåèíè-
çèðóþùèé ãîðìîí, ÒÌ — òðàíñìåìáðàííûé ó÷àñòîê, ÒÒÃ — òèðåîòðîïíûé ãîðìîí, ÔÑÃ — ôîëëèêó-
ëîñòèìóëèðóþùèé ãîðìîí, ÕÃ× — õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí ÷åëîâåêà, GPCR — G-áåëîêñîïðÿæåí-
íûé ðåöåïòîð, EC50 — êîíöåíòðàöèÿ ñîåäèíåíèÿ, â êîòîðîé îíî âûçûâàåò ýôôåêò, ðàâíûé ïîëîâèíå
ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîãî ýôôåêòà ýòîãî ñîåäèíåíèÿ.

Êîíòðîëü ôóíêöèé ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ãèïîòàëàìî-ãèïîôèçàðíî-ãîíàäíóþ
(ÃÃÃ) îñü, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ãèïîòàëàìè÷åñêèå
íåéðîíû, ñåêðåòèðóþùèå ëþëèáåðèí, ðèëèçèíã-ôàêòîð
ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà (ËÃ), ÷óâñòâèòåëüíûå ê äåé-
ñòâèþ ëþëèáåðèíà ãîíàäîòðîôû ïåðåäíåé äîëè ãèïîôè-
çà, ñèíòåçèðóþùèå è ñåêðåòèðóþùèå ËÃ, è ÷óâñòâèòåëü-
íûå ê ËÃ êëåòêè ðåïðîäóêòèâíûõ òêàíåé — âûðàáàòûâà-
þùèå òåñòîñòåðîí èíòåðñòèöèàëüíûå êëåòêè Ëåéäèãà ó
ìóæ÷èí è ïðîäóöèðóþùèå ýñòðîãåíû è ïðîãåñòåðîí
êëåòêè ÿè÷íèêîâ ó æåíùèí. Âàæíåéøèì çâåíîì ôóíêöè-
îíèðîâàíèÿ ÃÃÃ îñè ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ðåïðîäóêòèâ-

íûõ òêàíåé ËÃ èëè åãî ñòðóêòóðíûì è ôóíêöèîíàëüíûì
ãîìîëîãîì — õîðèîíè÷åñêèì ãîíàäîòðîïèíîì ÷åëîâåêà
(ÕÃ×), êîòîðûé âûðàáàòûâàåòñÿ ïëàöåíòîé â ïåðâîì òðè-
ìåñòðå áåðåìåííîñòè. ËÃ è ÕÃ× ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
ab-ãåòåðîäèìåðû ñ âûñîêîêîíñåðâàòèâíîé a-ñóáúåäèíè-
öåé è âàðèàáåëüíîé b-ñóáúåäèíèöåé, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåò
ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ ãîíàäîòðîïèíîâ ñ ðåöåïòî-
ðîì. Ðåöåïòîð ËÃ îòíîñèòñÿ ê ñóïåðñåìåéñòâó G-áå-
ëîêñîïðÿæåííûõ ðåöåïòîðîâ (GPCR), â êîòîðûõ ïðèñóò-
ñòâóåò òðàíñìåìáðàííûé äîìåí, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ
ñåìü ãèäðîôîáíûõ òðàíñìåìáðàííûõ ó÷àñòêîâ (ÒÌ). Îä-
íàêî â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà äðóãèõ GPCR ðåöåïòîð
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ËÃ òàêæå èìååò çíà÷èòåëüíûé ïî ðàçìåðó âíåêëåòî÷íûé
N-êîíöåâîé äîìåí (ýêòîäîìåí), êîòîðûé ôîðìèðóåò ñàéò
äëÿ âûñîêîàôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ ãîðìîíà (Puett et al.,
2007). Êàê ïðàâèëî, âûñîêîàôôèííîå ñâÿçûâàíèå ëèãàíäà
ñ GPCR îñóùåñòâëÿåòñÿ â îðòîñòåðè÷åñêîì ñàéòå, êîòî-
ðûé ðàñïîëîæåí â òðàíñìåìáðàííîì êàíàëå ðåöåïòîðà,
ñôîðìèðîâàííîì ñåìüþ ÒÌ. Â ñëó÷àå ðåöåïòîðà ËÃ â
òðàíñìåìáðàííîì êàíàëå ðàñïîëîæåí àëëîñòåðè÷åñêèé
ñàéò, êîòîðûé îñòàåòñÿ ñâîáîäíûì ïðè ñâÿçûâàíèè ðå-
öåïòîðà ñ ãîíàäîòðîïèíîì. Ñâÿçûâàíèå ËÃ ñ ýêòîäîìå-
íîì ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ îáðàùåííîé
ê ìåìáðàíå ÷àñòè ýêòîäîìåíà ñî âòîðîé âíåêëåòî÷íîé
ïåòëåé ðåöåïòîðà, ñîåäèíÿþùåé ÒÌ4 è ÒÌ5, è ê èçìåíå-
íèþ êîíôîðìàöèè òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà è ëîêàëèçî-
âàííîãî â íåì àëëîñòåðè÷åñêîãî ñàéòà, ÷òî â êîíå÷íîì
èòîãå âûçûâàåò àêòèâàöèþ ñîïðÿæåííûõ ñ ðåöåïòîðîì
ËÃ ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ, â òîì ÷èñëå Gs-áåëêîâ
(Øïàêîâ, 2009; Puett et al., 2010). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
âûçûâàåìàÿ ËÃ ñòèìóëÿöèÿ àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) è çà-
âèñèìûõ îò íåå âíóòðèêëåòî÷íûõ öÀÌÔ-çàâèñèìûõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, îñóùåñòâëÿåìàÿ ÷åðåç ïî-
ñðåäñòâî Gs-áåëêîâ, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ìåõà-
íèçìîâ ðåãóëÿöèè ñèíòåçà è ñåêðåöèè ñòåðîèäíûõ ãîðìî-
íîâ òêàíÿìè ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû (Puett et al., 2007;
Øïàêîâ è äð., 2010).

Ïîñêîëüêó ðåöåïòîð ËÃ ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì çâåíîì
â ðåãóëÿöèè ðåïðîäóêòèâíûõ ôóíêöèé îðãàíèçìà, ïîèñê
ñåëåêòèâíûõ è ýôôåêòèâíûõ åãî ðåãóëÿòîðîâ ÿâëÿåò-
ñÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ çàäà÷ áèîõèìèè è ôàðìàêîëîãèè.
Ïðèìåíåíèå ËÃ è ÕÃ× â êëèíèêå äëÿ ëå÷åíèÿ äèñôóíê-
öèé ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû è ðåøåíèÿ çàäà÷ âñïî-
ìîãàòåëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ òåõíîëîãèé îãðàíè÷åíî íå-
îáõîäèìîñòüþ ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíèÿ ýòèõ ãîðìîíîâ,
áûñòðûì ñíèæåíèåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê íèì òêàíåé-ìè-
øåíåé, öåëûì ðÿäîì ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, â òîì ÷èñëå
ñèíäðîìîì ãèïåðñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ, à òàêæå ñðàâíè-
òåëüíî âûñîêîé èõ ñòîèìîñòüþ. Âñå ýòî òðåáóåò ðàçðà-
áîòêè íîâûõ ðåãóëÿòîðîâ ðåöåïòîðà ËÃ, îòëè÷àþùèõñÿ
ïî ìåõàíèçìó äåéñòâèÿ îò ãîíàäîòðîïèíîâ. Â 2002 ã. â
ðåçóëüòàòå øèðîêîãî ñêðèíèíãà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ îð-
ãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé ãîëëàíäñêèìè ó÷åíûìè áûëè îò-
êðûòû òèåíîïèðèìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå ñ àêòèâíîñòüþ
àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ (Van Straten et al., 2002). Íàèáî-
ëåå àêòèâíûìè ñðåäè íèõ áûëè ñîåäèíåíèå Org 41841 —
N-òðåò-áóòèë-5-àìèíî-4-(3-ìåòîêñèôåíèë)-2-(ìåòèëòèî)òèå-
íî [2,3-D] ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèä — è åãî àíàëîã
Org 43553, êîòîðûå â íàíîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ñïå-
öèôè÷íî àêòèâèðîâàëè ðåöåïòîð ËÃ è ôóíêöèîíàëüíî
ñîïðÿæåííûå ñ íèì öÀÌÔ-çàâèñèìûå ñèãíàëüíûå êàñ-
êàäû (Van Straten et al., 2002; Van Koppen et al., 2008).
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîåäèíåíèÿ Org 41841 è Org 43553 ñ
âûñîêîé àôôèííîñòüþ ñâÿçûâàþòñÿ ñ àëëîñòåðè÷åñêèì
ñàéòîì ðåöåïòîðà ËÃ è íå êîíêóðèðóþò ñ ËÃ è ÕÃ× çà
ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ â ýêòîäîìåíå (Heitman et al., 2008). Â
äàëüíåéøåì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîåäèíåíèå
Org 43553 àêòèâíî â óñëîâèÿõ in vivo, ïðè÷åì íå òîëüêî
ïðè ïàðåíòåðàëüíîì, íî è ïðè ïåðîðàëüíîì ñïîñîáå ââå-
äåíèÿ (Van de Lagemaat et al., 2009, 2011; Gerrits et al.,
2013).

Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ âïåðâûå
ñèíòåçèðîâàííûõ íàìè àíàëîãîâ Org 43553 — 5-àìèíî-
N- (òðåò-áóòèë)-4-(3-(èçîíèêîòèíàìèäî)ôåíèë)-2-(ìåòèë-
òèî)òèåíî [2,3-d] ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèäà (ñîåäèíå-
íèå 1) è 5-àìèíî-N-(òðåò-áóòèë)-2-(ìåòèëòèî)-4-(3-(òè-
îôåí-3-êàðáîêñàìèäî)ôåíèë)òèåíî [2,3-d]ïèðèìèäèí-6-

êàðáîêñàìèäà (ñîåäèíåíèå 2) (ðèñ. 1) íà áàçàëüíóþ è
ñòèìóëèðîâàííóþ ËÃ àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçíîé
ñèãíàëüíîé ñèñòåìû (ÀÖÑÑ) âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷å-
ñêèõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ
êðûñ. Âûáîð ÀÖÑÑ â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ
áûë ïðîäèêòîâàí òåì, ÷òî ýòà ñèñòåìà ÿâëÿåòñÿ îñíîâ-
íîé ìèøåíüþ äåéñòâèÿ ãîíàäîòðîïèíîâ è íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ (Van Koppen et al.,
2008) è îïîñðåäóåò íàèáîëåå âàæíûå èõ áèîëîãè÷åñêèå
ýôôåêòû, âêëþ÷àÿ ñèíòåç è ñåêðåöèþ ñòåðîèäíûõ ãîð-
ìîíîâ êëåòêàìè ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû (Wee-
don-Fekjær, Task *en, 2012).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè ñàìöîâ è ñàìîê
êðûñ ïîðîäû Wistar â âîçðàñòå 5 ìåñ, êîòîðûõ ñîäåðæàëè
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ è íà ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå. Æè-
âîòíûõ äåêàïèòèðîâàëè â óñëîâèÿõ àíåñòåçèè è óäàëÿëè ó
íèõ ñåìåííèêè, ìèîêàðä, ìîçã (ñàìöû) è ÿè÷íèêè (ñàì-
êè). Âûäåëåíèå òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàí èç ñåìåííèêîâ
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Äåðêà÷ è äð., 2013). Èç-
ìåëü÷åííóþ òêàíü ãîìîãåíèçèðîâàëè íà õîëîäå â 40 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðå, pH 7.5, ñîäåðæàùåì 5 ìÌ MgCl2,
10%-íóþ (w/v) ñàõàðîçó è èíãèáèòîðû ïðîòåàç —
500 ìêÌ O-ôåíàíòðîëèíà, 2 ìêÌ ïåïñòàòèíà è 1 ìÌ ôå-
íèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà (áóôåð À). Ãîìîãåíàò öåíò-
ðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 g â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî
ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 20 000 g â òå÷åíèå
30 ìèí. Âûäåëåíèå ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí èç
ÿè÷íèêîâ ñàìîê êðûñ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Øïàêîâ è äð., 2010). Ïðîìûòûå îõëàæäåííûì áóôåðîì
À èçìåëü÷åííûå òêàíè ÿè÷íèêîâ ãîìîãåíèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ Polytron â 20 îáúåìàõ òîãî æå áóôåðà. Ãîìîãå-
íàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 g â òå÷åíèå 10 ìèí, îñà-
äîê îòáðàñûâàëè, ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
20 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí, ïîëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â 10 îáúåìàõ áóôåðà À áåç ñàõàðîçû è ïîâòîðíî
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 20 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí (4 °C).
Âûäåëåíèå ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí èç òêàíåé
ìîçãà è ìèîêàðäà ñàìöîâ êðûñ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2011; Shpakov et al., 2012). Ïîëó÷åí-
íûå ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ðåñóñïåíäèðîâàëè
â 50 ìÌ Tris-HCl-áóôåðå, pH 7.4, òàê ÷òîáû ñîäåðæàíèå
áåëêà â íèõ ñîñòàâèëî 1—2 ìã/ìë, è õðàíèëè ïðè –70 °C.

Äëÿ ñèíòåçà òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ 1 è 2
ïðîâîäèëè ðåàêöèþ 5-àìèíî-4-(3-àìèíîôåíèë)-N-(òðåò-
áóòèë)-2-(ìåòèëòèî)òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñà-
ìèäà, êîòîðûé ïîëó÷àëè ïî ìåòîäó (Hanssen, Timmers,
2003), ñ èçîíèêîòèíîèëõëîðèäîì è òèîôåí-3-êàðáîíèëõ-
ëîðèäîì ñîîòâåòñòâåííî, êàê ïîêàçàíî íà ñõåìå (ðèñ. 1).
Öåëåâîé ïðîäóêò âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êîëîíî÷íîé õðî-
ìàòîãðàôèè â ñèñòåìå ýòèëàöåòàò—ãåêñàí 3 : 1 ñ âûõî-
äîì 56 % äëÿ ñîåäèíåíèÿ 1 è 28 % äëÿ ñîåäèíåíèÿ 2. Ïî-
ëó÷åííûå ñîåäèíåíèÿ õàðàêòåðèçîâàëè ïî òåìïåðàòóðå
ïëàâëåíèÿ, ñïåêòðó ßÌÐ 1Í è ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ. Ñîåäèíåíèå 1
(C24H24N6O2S2): ò. ïë. 154—157 °Ñ; ñïåêòð ßÌÐ 1Í
(CDCl3), d, ì. ä. (J, Ãö) : 1.45 (9H, c); 2.66 (3H, c); 5.30
(1H, c); 5.96 (2H, c); 7.37 (1Í, ä, J = 7.8); 7.54 (1H, ò,
J = 7.8); 7.70 (1Í, ñ); 7.77 (2Í, ä, J = 5.6); 8.06 (1Í, ä,
J = 7.8); 8.65 (1Í, ñ); 8.79 (2H, ä, J = 5.6); ïî äàííûì
HRMS (ESI-TOF), ìîë. ìàññà ñîåäèíåíèÿ 1 ñîñòàâèëà
493.1477 (âû÷èñëåíî äëÿ [M+Í+] — 493.1475). Ñîåäèíå-
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íèå 2 (C23H23N5O2S3): ò. ïë. 146—148 °Ñ, ñïåêòð ßÌÐ 1Í
(CDCl3), d, ì. ä. (J, Ãö) : 1.46 (9H, c); 2.67 (3H, c); 5.29
(1H, c); 5.99 (2H, c); 7.33 (1Í, ä, J = 7.8); 7.39 (1Í, ä. ä,
J = 3.0 è 5.0); 7.51 (1H, ò, J = 7.8); 7.56 (1Í, ä, J = 5.0);
7.66 (1Í, ñ); 8.04 (1Í, ä, J = 7.8); 8.08 (1H, ä, J = 3.0); 8.20
(1Í, ñ); ïî äàííûì HRMS (ESI-TOF), ìîë. ìàññà ñîåäè-
íåíèÿ 2 ñîñòàâèëà 498.1065 (âû÷èñëåíî äëÿ [M+Í+] —
498.1087).

Àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (EC 4.6.1.1) îïðåäåëÿ-
ëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al., 2010). Ðåàêöèîííàÿ
ñìåñü (îáùèé îáúåì 50 ìêë) ñîäåðæàëà 50 ìÌ Tris-HCl,
pH 7.5, 5 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ öÀÌÔ, 1 ìÌ ÀÒÔ, 1 ìêÊ
è [a-32P]-ÀÒÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàòà, 0.2 ìã/ìë êðåà-
òèíôîñôîêèíàçû è 25—50 ìêã ìåìáðàííîãî áåëêà. Ðåàê-
öèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ìèí ïðè 37 °C, íà÷èíà-
ëè äîáàâëåíèåì ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí è
îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 100 ìêë 0.5 M HCl. Ïðîáû
êèïÿòèëè â òå÷åíèå 6 ìèí äëÿ ðàçðóøåíèÿ êîìïëåêñîâ
ìåæäó ìå÷åíûìè àäåíèíîâûìè íóêëåîòèäàìè è ìåìá-
ðàííûìè áåëêàìè, çàòåì êèñëîòó íåéòðàëèçîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ 100 ìêë 1.5 M èìèäàçîëà. Îáðàçîâàâøèéñÿ â ðåçóëü-
òàòå ðåàêöèè [32P]-öÀÌÔ îòäåëÿëè îò äðóãèõ ìå÷åíûõ
íóêëåîòèäîâ íà êîëîíêàõ ñ îêñèäîì àëþìèíèÿ, èñïîëüçóÿ
â êà÷åñòâå ýëþåíòà 12 ìë 10 ìÌ èìèäàçîë-HCl-áóôåðà,
pH 7.4. Ýëþàò ñîáèðàëè â ñöèíòèëëÿöèîííûå ôëàêîíû è

ñ÷èòàëè ðàäèîàêòèâíîñòü ïî ìåòîäó ×åðåíêîâà íà ñöèí-
òèëëÿöèîííîì ñ÷åò÷èêå LKB 1209/1215 RackBeta
(Øâåöèÿ). Êàæäîå èçìåðåíèå áûëî ïðîâåäåíî â òðåõ íå-
çàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ â òðåõ èëè ÷åòûðåõ ïàðàë-
ëåëüíûõ ïðîáàõ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â ïìîëü
öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà. Ñîåäèíåíèÿ 1 è 2
ðàñòâîðÿëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ), â ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ðàçâåäåíèÿõ ïðåèíêóáèðîâàëè ñ ôðàêöèÿìè
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí (4 °Ñ, 10 ìèí), ïîñëå ÷åãî äî-
áàâëåíèåì èíêóáàöèîííîé ñìåñè íà÷èíàëè ðåàêöèþ
îáðàçîâàíèÿ öÀÌÔ. Êîíòðîëüíûå ïðîáû ïðåèíêóáèðîâà-
ëè ñ ÄÌÑÎ áåç äîáàâëåíèÿ òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèç-
âîäíûõ.

Ð å à ê ò è â û. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ áèîõèìè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé èñïîëüçîâàëè ÕÃ×, êðåàòèíôîñôàò, êðåàòèíôîñ-
ôîêèíàçó èç ìûøö êðîëèêà, öÀÌÔ, ÀÒÔ è äðóãèå ðåàê-
òèâû ôèðìû Sigma (ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè
ÀÖ èñïîëüçîâàëè ìå÷åíûé ñóáñòðàò — [a-32P]ÀÒÔ
(150 ÃÁê/ììîëü) (Âñåðåãèîíàëüíîå îáúåäèíåíèå «Èçî-
òîï», Ðîññèÿ), äëÿ ðàçäåëåíèÿ ñìåñè ìå÷åíûõ àäåíèíîâûõ
íóêëåîòèäîâ ïðîâîäèëè àäñîðáöèîííóþ õðîìàòîãðàôèþ
íà íåéòðàëüíîé îêèñè àëþìèíèÿ (Sigma, ÑØÀ).

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ANOVA (Manugistics Inc.,
ÑØÀ). Êàæäûé ýêñïåðèìåíò âûïîëíÿëè òðåõêðàòíî.

348 À. Î. Øïàêîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà ñîåäèíåíèé 1 è 2 è ñõåìà èõ ñèíòåçà èç ïðåäøåñòâåííèêà — 5-àìèíî-4-(3-àìèíîôåíèë)-N-(òðåò-áóòèë)-2-(ìå-
òèëòèî)òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèäà.

R = 4-ïèðèäèë (ñîåäèíåíèå 1) èëè 3-òèåíèë (ñîåäèíåíèå 2).



Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ âåëè÷èí è èõ ñðåä-
íåñòàòèñòè÷åñêèõ îøèáîê èç íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ýê-
ñïåðèìåíòîâ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïðîáàìè îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà êàê äîñòîâåðíûå ïðè
P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷å-
ñêèõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ
êðûñ, ñîñòàâèëà 23.2 � 1.9 è 34.7 � 1.7 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí
íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà. Ïðè äîáàâëåíèè ê ôðàêöèÿì
ìåìáðàí ðàñòâîðåííûõ â ÄÌÑÎ ñîåäèíåíèé 1 è 2
(10–7—10–3 Ì) íàáëþäàëè ïîâûøåíèå áàçàëüíîé àêòèâíî-
ñòè ÀÖ (ðèñ. 2). Â òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ çíà÷åíèÿ
EC50 äëÿ ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ ñîåäèíåíèé 1 è 2 íà
àêòèâíîñòü ÀÖ ñîñòàâèëè 1.12 è 0.28 ìêÌ, â ìåìáðàíàõ,
âûäåëåííûõ èç òêàíåé ÿè÷íèêîâ, — 1.05 è 0.37 ìêÌ ñîîò-
âåòñòâåííî. Â ñåìåííèêàõ ìàêñèìàëüíîå ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå ñîåäèíåíèÿ 2 (+178 %) íà àêòèâíîñòü ÀÖ áûëî â
1.5 ðàçà âûøå ñîîòâåòñòâóþùåãî âëèÿíèÿ ñîåäèíåíèÿ 1
(+113 %), à çíà÷åíèå AUC10(–7)–10(–3) (ïëîùàäü ïîä êðèâîé
äîçà—ýôôåêò) äëÿ ýôôåêòà ñîåäèíåíèÿ 2 íà 83 % ïðåâîñ-
õîäèëî çíà÷åíèå AUC10(—7)—10(—3) äëÿ ñîåäèíåíèÿ 1. Â ÿè÷-
íèêàõ ìàêñèìàëüíîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ñîåäèíå-
íèé 1 è 2 íà àêòèâíîñòü ÀÖ ðàçëè÷àëîñü íå ñòîëü çíà÷è-
òåëüíî è ñîñòàâëÿëî 80 è 94 % (ðèñ. 2). Áëèçêèìè áûëè è
çíà÷åíèÿ AUC10(—7)—10(—3) äëÿ ýòèõ ýôôåêòîâ. Ýòè äàííûå
óêàçûâàþò íà ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ñîåäèíåíèé 1 è 2
íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ â ñåìåííèêàõ è ÿè÷íèêàõ
êðûñ, ïðè÷åì ñîåäèíåíèå 2 ïî ýôôåêòèâíîñòè ïðåâîñõî-
äèò ñîåäèíåíèå 1, ÷òî â íàèáîëüøåé ñòåïåíè ïðîÿâëÿåòñÿ
â òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ.

Äàëåå èññëåäîâàëè ñîâìåñòíîå âëèÿíèå ÕÃ× è òèåíî-
ïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ 1 è 2 íà àêòèâíîñòü ÀÖÑÑ
â ñåìåííèêàõ è ÿè÷íèêàõ êðûñ. Ïîêàçàíî, ÷òî âî ôðàêöè-
ÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ,
ÕÃ× â êîíöåíòðàöèÿõ 10–10—10–7 Ì ïîâûøàåò áàçàëüíóþ
àêòèâíîñòü ÀÖ, ïðè÷åì â êîíöåíòðàöèè 10–8 Ì åãî ñòèìó-
ëèðóþùèé ýôôåêò äîñòèãàë íàñûùåíèÿ è ñîñòàâèë
558 %, ÷òî ïî âåëè÷èíå ñîîòâåòñòâóåò ðàíåå âûÿâëåííîìó
ýôôåêòó ýòîãî ãîðìîíà íà àêòèâíîñòü ÀÖ (Äåðêà÷ è äð.,
2013). Â ïðèñóòñòâèè ñîåäèíåíèé 1 è 2 â êîíöåíòðàöèè
105 Ì, â êîòîðîé îíè îò÷åòëèâî ñòèìóëèðóþò áàçàëüíóþ
àêòèâíîñòü ÀÖ, ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ÕÃ× ïîëíîñòüþ
ñîõðàíÿëñÿ. Áîëåå òîãî, ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òèåíî-
ïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ è ÕÃ×, âçÿòîãî â êîíöåíò-
ðàöèè 10–10 Ì, â êîòîðîé âëèÿíèå ãîðìîíà íà àêòèâíîñòü
ÀÖ ñîñòàâèëî 27 % îò åãî ìàêñèìàëüíîãî ýôôåêòà, îòìå-
÷àëàñü îò÷åòëèâî âûðàæåííàÿ àääèòèâíîñòü ñòèìóëèðóþ-
ùèõ ýôôåêòîâ ÕÃ× è èññëåäóåìûõ íàìè ñîåäèíåíèé (ñì.
òàáëèöó). Ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÕÃ× àääè-
òèâíîñòü áûëà âûðàæåíà ñëàáåå. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿ-
íèå ÕÃ× (10–8 Ì) íà àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèè ìåìáðàí,
âûäåëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ, ñîñòàâèëî 263 %, ÷òî ñîãëàñó-
åòñÿ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè ðåçóëüòàòàìè (Øïàêîâ è äð.,
2013). Â ïðèñóòñòâèè ñîåäèíåíèé 1 è 2 (10–5 Ì) ýòîò ýô-
ôåêò ñîõðàíÿëñÿ. Ïðèðîñò àêòèâíîñòè ôåðìåíòà, âûçâàí-
íûé òèåíîïèðèìèäèíîâûìè ïðîèçâîäíûìè 1 è 2, çà âû-
÷åòîì ýôôåêòà ÕÃ× (10–8 Ì) ñîñòàâèë 13 è 14 ïìîëü
öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà ñîîòâåòñòâåííî.
Âûÿâëåííàÿ íàìè àääèòèâíîñòü ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿ-
íèÿ òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ è ÕÃ× íà àêòèâ-
íîñòü ÀÖ, îñîáåííî ïðè íèçêèõ, íåíàñûùàþùèõ, êîíöåí-

òðàöèÿõ ïîñëåäíåãî, óêàçûâàåò íà îòñóòñòâèå ïåðåêðûâà-
íèÿ ìåæäó ó÷àñòêàìè ðåöåïòîðà ËÃ, îòâåòñòâåííûìè çà
ñâÿçûâàíèå ãîíàäîòðîïèíà, è èçó÷åííûõ íàìè íèçêîìî-
ëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ
ñîåäèíåíèé 1 è 2 íà ÀÖÑÑ èçó÷àëè èõ âëèÿíèå íà áà-
çàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ìèîêàðäà è ìîçãà — òêàíåé, ãäå
ðåöåïòîðû ËÃ ëèáî îòñóòñòâóþò (ìèîêàðä), ëèáî ýêñï-
ðåññèðóþòñÿ â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè (ìîçã) (Lei et al.,
1993; Ziecik et al., 2007). Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè
ýòèõ ñîåäèíåíèé â êîíöåíòðàöèè 10—4 Ì, â êîòîðîé îíè
ýôôåêòèâíû â îòíîøåíèè ÀÖÑÑ â ðåïðîäóêòèâíûõ òêà-
íÿõ, áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ìèîêàðäèàëü-
íûõ è ñèíàïòîñîìàëüíûõ ìåìáðàí ñóùåñòâåííî íå ìåíÿ-
åòñÿ (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû

Àêòèâàöèÿ àäåíèëàòöèêëàçû â ñåìåííèêàõ è ÿè÷íèêàõ êðûñ 349

Ðèñ. 2. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèç-
âîäíûõ 1 è 2 íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ÀÖ âî ôðàê-
öèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ñåìåííèêîâ (à) è ÿè÷íèêîâ (á)

êðûñ.

1 — ñîåäèíåíèå 1, 2 — ñîåäèíåíèå 2.



ñâèäåòåëüñòâóþò î íåîáõîäèìîñòè ðåöåïòîðà ËÃ äëÿ ðåà-
ëèçàöèè ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ñèíòåçèðîâàííûõ
íàìè òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ íà àêòèâíîñòü
ÀÖ è óêàçûâàþò íà òêàíåâóþ ñïåöèôè÷íîñòü èõ äåéñòâèÿ
íà ÀÖÑÑ.

Îáñóæäåíèå

Ðàçðàáîòêà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ëèãàíäîâ ðåöåïòîðîâ
ËÃ è äðóãèõ ãèïîôèçàðíûõ ãëèêîïðîòåèíîâûõ ãîðìî-
íîâ — ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùåãî (ÔÑÃ) è òèðåîòðîï-
íîãî (ÒÒÃ) — ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâ-
ëåíèé ñîçäàíèÿ íîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, ðåãó-
ëèðóþùèõ ôóíêöèè ÃÃÃ îñè è äðóãèõ ýíäîêðèííûõ
ñèñòåì îðãàíèçìà (Øïàêîâ, Øïàêîâà, 2010). Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè ñðåäè ñîçäàííûõ íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ ÿâëÿþòñÿ ïðîèç-
âîäíûå òèåíîïèðèìèäèíîâ, â ÷àñòíîñòè ñîåäèíåíèå Org
43553 (Van Straten et al., 2002; Heitman et al., 2008; Van
Koppen et al., 2008; Van de Lagemaat et al., 2009, 2011;
Gerrits et al., 2013). Èìåþòñÿ äàííûå î âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòè ïðîèçâîäíûõ 1,3,5-ïèðàçîëà è òåðôåíèëà, êîòîðûå
òàêæå îáëàäàþò àêòèâíîñòüþ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ
(Jorand-Lebrun et al., 2007; Heitman et al., 2009). Â îòëè÷èå
îò ïðåïàðàòîâ, ñîäåðæàùèõ ËÃ è ÕÃ×, íèçêîìîëåêóëÿð-
íûå àãîíèñòû àêòèâíû íå òîëüêî ïðè ïàðåíòåðàëüíîì, íî
è ïðè ïåðîðàëüíîì ââåäåíèè (Van de Lagemaat et al.,
2009, 2011; Gerrits et al., 2013). Ðåçóëüòàòû êëèíè÷åñêèõ
èñïûòàíèé ñâèäåòåëüñòâóþò îá îòñóòñòâèè ó íèõ òîêñè÷-
íîñòè è ðÿäà ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ËÃ è
ÕÃ×, òàêèõ êàê áûñòðîå ñíèæåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè òêà-
íåé-ìèøåíåé ê ðåãóëÿòîðíîìó äåéñòâèþ ãîíàäîòðîïèíà
è ðàçâèòèå ñèíäðîìà ãèïåðñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ (Gerrits
et al., 2013). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ñèíäðîì ãèïåð-
ñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ãðîçíûì îñëîæ-
íåíèåì ïðèìåíåíèÿ ÕÃ× è ðåêîìáèíàíòíîãî ËÃ ïðè ýê-
ñòðàêîðïîðàëüíîì îïëîäîòâîðåíèè è äðóãèõ âñïîìîãà-
òåëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ òåõíîëîãèÿõ.

Íàìè ïðîâåäåí ñèíòåç àíàëîãîâ ñîåäèíåíèÿ Org 43553,
ðàíåå íåèçâåñòíûõ õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, â êîòîðûõ
îñòàòîê ìîðôîëèíîóêñóñíîé êèñëîòû ïðè àìèíîãðóïïå
ôåíèëüíîãî êîëüöà Org 43553 çàìåíåí îñòàòêîì èçîíèêî-
òèíîâîé (ñîåäèíåíèå 1) èëè òèîôåí-3-êàðáîíîâîé (ñîåäè-
íåíèå 2) êèñëîòû. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îáà ñèíòåçèðîâàí-
íûõ âåùåñòâà íåðàñòâîðèìû â âîäå, îíè õîðîøî ðàñòâî-
ðÿþòñÿ â ÄÌÑÎ, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü èõ íå
òîëüêî â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro, íî è â äàëüíåéøåì ïðè
òåñòèðîâàíèè â óñëîâèÿõ in vivo.

Â êà÷åñòâå òåñò-ñèñòåìû áûëà âûáðàíà ÀÖÑÑ ñåìåí-
íèêîâ è ÿè÷íèêîâ êðûñ, ïîñêîëüêó ýòà ñèñòåìà îïîñðåäó-
åò ðåãóëÿòîðíîå âëèÿíèå ËÃ è ÕÃ× íà ñòåðîèäîãåíåç
è äðóãèå áèîõèìè÷åñêèå è ôèçèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû â
ðåïðîäóêòèâíûõ îðãàíàõ. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ìèêðîìî-
ëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ îáà âåùåñòâà äîçîçàâèñèìûì ñïî-
ñîáîì ñòèìóëèðóþò áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàê-
öèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ñåìåííè-
êîâ è ÿè÷íèêîâ, è ïî ñâîåé ýôôåêòèâíîñòè ñîïîñòàâèìû ñ
ñîåäèíåíèÿìè Org 41841 è Org 43553 (Van Straten et al.,
2002; Van Koppen et al., 2008). Êàê áûëî óñòàíîâëåíî ðà-
íåå ãîëëàíäñêèìè ó÷åíûìè, ñîåäèíåíèÿ Org 41841 è Org
43553 ñòèìóëèðóþò ÀÖ è öÀÌÔ-çàâèñèìûå ñèãíàëüíûå
êàñêàäû â êëåòêàõ ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû, à òàêæå â
êóëüòóðàõ êëåòîê ñ ýêñïðåññèðîâàííûìè â íèõ ðåöåïòî-
ðàìè ËÃ. Íàèáîëåå âàæíî òî, ÷òî ñîåäèíåíèå Org 43553
àêòèâíî â óñëîâèÿõ in vivo, â òîì ÷èñëå ïðè ïåðîðàëüíîì
ñïîñîáå ïðèìåíåíèÿ. Òàê, îäíîêðàòíîå ïåðîðàëüíîå ââå-
äåíèå Org 43553 â äîçå 50 ìã/êã âûçûâàåò îâóëÿöèþ ó
ìûøåé è êðûñ, ïðè÷åì îâóëèðîâàâøèå ÿéöåêëåòêè õàðàê-
òåðèçóþòñÿ âûñîêîé ôåðòèëüíîñòüþ è ïðè èìïëàíòàöèè
äàþò íîðìàëüíûå ýìáðèîíû. Ïåðîðàëüíîå ââåäåíèå
Org 43553 â òîé æå äîçå ñàìöàì êðûñ ïðèâîäèò ê çíà÷è-
òåëüíîìó ïîâûøåíèþ ó íèõ óðîâíÿ òåñòîñòåðîíà (Van de
Lagemaat et al., 2009). Ñîåäèíåíèå Org 43553 ïðè ïåðî-
ðàëüíîì ïðèåìå â äîçå 300 ìã âûçûâàåò îâóëÿöèþ ó 83 %
æåíùèí ðåïðîäóêòèâíîãî âîçðàñòà, íå îêàçûâàÿ ïðè ýòîì
íèêàêèõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, â òîì ÷èñëå íå âûçûâàÿ
ñèíäðîìà ãèïåðñòèìóëÿöèè ÿè÷íèêîâ (Gerrits et al., 2013).

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÕÃ× íà
àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ñå-
ìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ, ñîõðàíÿåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ñîåäè-
íåíèé 1 è 2. Áîëåå òîãî, ïðè ñðàâíèòåëüíî íèçêèõ, íåíà-
ñûùàþùèõ, êîíöåíòðàöèÿõ ãîíàäîòðîïèíà íàáëþäàåòñÿ
îò÷åòëèâî âûðàæåííàÿ àääèòèâíîñòü ñòèìóëèðóþùèõ
ýôôåêòîâ ÕÃ× è òèåíîïèðèìèäèíîâûõ ïðîèçâîäíûõ. Ýòî
õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äâóõñàéòîâîé ìîäåëüþ ñâÿçûâàíèÿ
àãîíèñòîâ ñ ðåöåïòîðîì ËÃ (Puett et al., 2007). Â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ýòîé ìîäåëüþ âûñîêîàôôèííûé ñàéò ñâÿçûâàíèÿ
ñ ãîíàäîòðîïèíîì ëîêàëèçîâàí â ýêòîäîìåíå, êîòîðûé â
ñâîáîäíîì îò ëèãàíäà ñîñòîÿíèè îáðàçóåò ïðî÷íûé êîìï-
ëåêñ ñ âíåêëåòî÷íûìè ïåòëÿìè è áëîêèðóåò ïåðåõîä
òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà ðåöåïòîðà, â êîòîðîì ëîêàëè-
çîâàí åãî àëëîñòåðè÷åñêèé ñàéò, â àêòèâíîå ñîñòîÿíèå.
Ñâÿçûâàíèå ñ ãîíàäîòðîïèíîì ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ
êîíôîðìàöèè ýêòîäîìåíà è ñíÿòèþ åãî èíãèáèðóþùåãî
âëèÿíèÿ íà òðàíñìåìáðàííûé äîìåí. Ñõîäíàÿ ñèòóàöèÿ
íàáëþäàåòñÿ è â ñëó÷àå ðåöåïòîðîâ ÔÑÃ è ÒÒÃ. Áîëåå
òîãî, ðåöåïòîð ÒÒÃ ïðè óäàëåíèè ýêòîäîìåíà ïåðåõîäèò

350 À. Î. Øïàêîâ è äð.

Ïðèðîñò áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ â òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ,
âûçûâàåìûé ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ñîåäèíåíèÿ 1 èëè 2 (10–5 Ì) è ÕÃ×

â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ

Äîáàâêà

Ïðèðîñò àêòèâíîñòè ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà
ïðè êîíöåíòðàöèè ÕÃ×, Ì

0 10–10 10–9 10–8 10–7

Íåò 0 35 � 4 98 � 4 129 � 6 131 � 9

Ñîåäèíåíèå 1, 10–5 Ì 22 � 2 53 � 3 (18) 113 � 6 (15) 142 � 8 (13) 140 � 3 (9)

Ñîåäèíåíèå 2, 10–5 Ì 36 � 4 63 � 7 (28) 121 � 5 (23) 148 � 5 (19) 150 � 8 (19)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ ïðèâåäåíû ïðèðîñòû àêòèâíîñòè ÀÖ, âûçâàííûå ñîåäèíåíèåì 1 èëè 2, çà âû÷å-
òîì ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà ÕÃ×.



â ïåðìàíåíòíî àêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå (Zhang et al.,
2000). Íèçêîìîëåêóëÿðíûå àãîíèñòû ìèíóþò ýêòîäîìåí
è íåïîñðåäñòâåííî ïðîíèêàþò â òðàíñìåìáðàííûé êàíàë
ðåöåïòîðà ËÃ, ãäå ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ åãî àëëî-
ñòåðè÷åñêèì ñàéòîì è âûçûâàþò àêòèâàöèþ òðàíñìåìá-
ðàííîãî äîìåíà áåç ó÷àñòèÿ ýêòîäîìåíà. Òàêèì îáðàçîì,
ïðè îäíîâðåìåííîì äåéñòâèè ãîíàäîòðîïèíà è íèçêîìî-
ëåêóëÿðíîãî àãîíèñòà êîíêóðåíöèè ìåæäó íèìè çà ìåñòà
ñâÿçûâàíèÿ íà ìîëåêóëå ðåöåïòîðà ËÃ íå ïðîèñõîäèò,
âñëåäñòâèå ÷åãî íàìè íàáëþäàëàñü àääèòèâíîñòü èõ ñòè-
ìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ íà ÀÖÑÑ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
íà îñíîâå äàííûõ ïî èçó÷åíèþ âçàèìîîòíîøåíèé ñòðóê-
òóðà—àêòèâíîñòü äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà íèçêîìîëåêóëÿð-
íûõ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà ËÃ ñ ïðèâëå÷åíèåì ñàéòíàïðàâ-
ëåííîãî ìóòàãåíåçà áûëà óñòàíîâëåíà êîíôèãóðàöèÿ àë-
ëîñòåðè÷åñêîãî ñàéòà è îïðåäåëåíû ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå àêòèâàöèè ðåöåïòîðà ËÃ
(Heitman, Ijzerman, 2008; Heitman et al., 2012). Ïîêàçàíî,
÷òî â ðåöåïòîðå ËÃ êëþ÷åâóþ ðîëü äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñðàâ-
íèòåëüíî ãèäðîôîáíûõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãîíèñòîâ
èãðàþò îñòàòêè, ëîêàëèçîâàííûå â ÒÌ3, ÒÌ4, ÒÌ5 è
ÒÌ6, â òîì ÷èñëå îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûé îñòàòîê
Glu506, ëîêàëèçîâàííûé â ÒÌ3 è âûñîêîêîíñåðâàòèâíûé
âî ìíîãèõ GPCR, â òîì ÷èñëå â ðåöåïòîðàõ ÒÒÃ è ÔÑÃ
(Heitman et al., 2012). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî áîêîâàÿ êàð-
áîêñèëüíàÿ ãðóïïà ýòîãî îñòàòêà îáðàçóåò âîäîðîäíóþ
ñâÿçü ñ àìèíîãðóïïîé òèåíîïèðèìèäèíîâîãî ïðîèçâîä-
íîãî è îáåñïå÷èâàåò åãî ýôôåêòèâíîå ñâÿçûâàíèå
(Jäschke et al., 2006; Moore et al., 2006). Âñëåäñòâèå ýòîãî
â ñòðóêòóðå ñîåäèíåíèé 1 è 2 àìèíîãðóïïà â ïÿòîì ïîëî-
æåíèè òèåíîïèðèìèäèíà è êîíòàêòèðóþùàÿ ñ íåé
N-òðåò-áóòèëêàðáîêñàìèäíàÿ ãðóïïà áûëè ñîõðàíåíû.

Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå ñèíòåçèðîâàííûå íàìè òèå-
íîïèðèìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå — 5-àìèíî-N-(òðåò-
áóòèë)-4-(3-(èçîíèêîòèíàìèäî)ôåíèë)-2-(ìåòèëòèî)òèåíî
[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèä è 5-àìèíî-N-(òðåò-
áóòèë)-2-(ìåòèëòèî)-4-(3-(òèîôåí-3-êàðáîêñàìèäî)ôåíèë)
òèåíî[2,3-d]ïèðèìèäèí-6-êàðáîêñàìèä — ñòèìóëèðóþò
áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ êðûñ, ïðè÷åì èõ ñòèìó-
ëèðóþùåå âëèÿíèå íà ÀÖÑÑ ÿâëÿåòñÿ àääèòèâíûì ïî
îòíîøåíèþ ê ýôôåêòó ÕÃ×, ýíäîãåííîãî ëèãàíäà ðåöåï-
òîðà ËÃ, è õàðàêòåðèçóåòñÿ òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ.
Ïîñêîëüêó öÀÌÔ-çàâèñèìûå êàñêàäû â òêàíÿõ ðåïðî-
äóêòèâíîé ñèñòåìû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â êîíòðîëå
ñòåðîèäîãåíåçà è â ðåãóëÿöèè ñïåðìàòîãåíåçà ó ìóæ÷èí
è îâóëÿöèè ó æåíùèí, ðàçðàáîòàííûå íàìè òèåíîïèðè-
ìèäèíîâûå ïðîèçâîäíûå â äàëüíåéøåì ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ ñîçäàíèÿ íà èõ îñíîâå ðåãóëÿòîðîâ ðå-
ïðîäóêòèâíûõ ôóíêöèé.
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Signaling systems regulated by luteinizing hormone (LH) and human chorionic gonadotropin (hCG) and
having LH receptor as a sensor component play an important role in the functioning of the reproductive tissues.
The use of LH and hCG in medicine for the treatment of diseases of the reproductive system and in auxiliary re-
productive technologies is limited by their high cost, the need to use parenteral administration, and side effects.
In recent years there has been the development of low molecular weight agonists of LH receptor that are devoid
of these disadvantages and can be administered orally. The most effective among them are thienopyrimidine de-
rivatives, in particular compound Org 43553. The purpose of this study was to investigate the influence of ne-
wly synthesized analogs of Org 43553, 5-amino-N-(tert-butyl)-4-(3-(isonicotinamide)phenyl)-2-(methyl-
thio)thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (compound 1) and 5-amino-N-(tert-butyl)-2-(methylthio)-4--
(3-(thiophene-3-carboxamido)phenyl)thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (compound 2), on the basal and
LH-stimulated adenylyl cyclase (AC) activity in plasma membranes fractions isolated from rat testes and ova-
ries. Compounds 1 and 2 have been shown to stimulated the basal AC activity in membranes isolated from the
testes and ovaries in a dose dependent manner, and compound 2 was more effective in comparison with compo-
und 1. EC50 values for the effects of the compounds 1 and 2 on the AC activity were 1.05—1.12 and
0.28—0.37 mM, respectively. Stimulating effect of hCG on the AC activity retained in the presence of the thie-
nopyrimidine derivatives, and at low, non-saturating, concentrations of the hormone the additivity of the effects
of hCG and compounds 1 and 2 on AC activity was observed. This indicates that the thienopyrimidine derivati-
ves interact with allosteric site localized in the transmembrane channel of LH receptor, and do not overlap with
the binding site of gonadotropins, located in the N-terminal ectodomain. Effect of compounds 1 and 2 was tis-
sue specific, and was not found in tissues where no LH receptors. Our data indicate that compounds 1 and 2
may be a prototype for drugs that regulate the function of male and female reproductive systems.

K e y w o r d s: agonist, adenylyl cyclase, allosteric site, luteinizing hormone receptor, testes, thienopyrimi-
dine, chorionic gonadotropin, ovaries.
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