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Поиск селективных агонистов и антагонистов мембранных рецепторов прогестерона (mPRs) является от�
правной точкой для изучения механизмов передачи сигнала через mPRs, отличных от ядерных рецепторов.
По предварительным данным, специфичность сродства этих рецепторов к лигандам существенно отличает�
ся от таковой классических ядерных рецепторов прогестерона (nPRs), что говорит о структурных различи�
ях лиганд�связывающих карманов этих белков. В работе исследовали сродство ряда производных прогесте�
рона к mPRs в клетках линии BxPC3 аденокарциномы поджелудочной железы человека, для которой харак�
терно отсутствие экспрессии мРНК nPR при наличии высокой экспрессии мРНК mPRs. Полученные вели�
чины сравнивали со сродством этих соединений к nPRs. Все исследуемые соединения показали практичес�
ки полное отсутствие сродства к nPRs, тогда как по отношению к mPRs избирательность лигандов была раз�
личной. Обнаружено, что наиболее селективными по отношению к mPRs оказались соединения с 19�гидро�
ксигруппой и без 3�кетогруппы. Полученные результаты позволяют использовать данные соединения в ка�
честве наиболее селективных аналогов прогестерона для изучения механизмов действия прогестинов через
mPRs.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мембранные рецепторы прогестерона, аналоги прогестерона, линия BxPC3 адено�
карциномы поджелудочной железы человека, синтез.

Прогестерон (прегн�4�ен�3,20�дион), при�
родный прогестин, является одним из основных
половых гормонов. У самок прогестерон синте�
зируется желтым телом яичников, а во время бе�
ременности также плацентой, у самцов основ�
ным источником прогестерона являются семен�
ники и кора надпочечников. У здоровых жен�
щин концентрация прогестерона зависит от фа�
зы менструального цикла. Следует отметить, что
уровень прогестерона во время фолликулярной
фазы у женщин аналогичен уровню прогестеро�
на у мужчин и составляет 1–4 нмоль/л. В люте�
иновую фазу, благодаря функционированию
желтого тела, концентрация прогестерона в кро�
ви здоровых женщин повышается и достигает
30–80 нмоль/л [1]. Наиболее изученным меха�

низмом действия прогестерона является регуля�
ция экспрессии генов�мишеней, осуществляе�
мая через ядерные рецепторы. Хорошо извест�
но, что прогестерон может оказывать эффекты,
вызывая быструю стимуляцию инициирован�
ных на клеточной мембране сигнальных каска�
дов [2]. В настоящее время можно считать дока�
занным участие нескольких групп рецепторных
белков в передаче гормонального сигнала (по�
мимо nPRs). Это – принадлежащие к семейству
рецепторов прогестинов и адипонектина (PAQR)
мембранные рецепторы прогестерона пяти ти�
пов mPRs α, β, γ, δ, ε и компоненты мембранно�
го рецептора прогестерона PGRMC 1 и 2 [3, 4].
mPRs локализованы на наружной плазматичес�
кой мембране клеток [4]. Известно, что связы�
вающие характеристики α, β и γ типов mPRs
сходны по лигандной специфичности [3]. Эф�
фекты прогестинов, опосредуемые mPRs, мало
изучены из�за того, что большинство типов кле�
ток содержат как мембранные, так и ядерные
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рецепторы. Однако есть данные, что в опухоле�
вых клетках ряда тканей прогестерон именно
через mPRs ингибирует пролиферацию, стиму�
лирует апоптоз и негативно влияет на процесс
канцерогенеза [5, 6]. Показано также, что про�
гестерон, действуя через разные типы рецепто�
ров, может оказывать разнонаправленное действие
на сократительную активность миометрия [7].
Поэтому актуальность создания селективных
лигандов mPRs, имеющих агонистическую и ан�
тагонистическую активность, не вызывает сом�
нения. К настоящему времени пока не удалось
обнаружить полных избирательных агонистов и
антагонистов mPRs. Наиболее селективными из
протестированных аналогов прогестерона счи�
таются агонисты mPRα Org OD 02�0 (10�этенил�
19�норпрогестерон) и Org OD 13�0 (19α�метил�
прогестерон) с индексами дискриминации mPRα/
nPRs, составляющими 20 и 40 соответственно
[8]. В нашей лаборатории было исследовано
сродство ряда прегна�D'пентаранов к рекомби�
нантному mPRα. Обнаружено, что такие модифи�
кации, как замена метильной группы при С10
этильной или метоксигруппой, замена 3�кето�
группы на 3�О�метоксииминовую, а также вве�
дение 17α�гидроксильной группы и дополни�
тельной С6�С7 двойной связи повышают срод�
ство полученных лигандов к mPRα и значитель�
но снижают сродство к nPRs [9].

В продолжение этих исследований был
предпринят синтез производных прогестерона
(II–X, табл. 1), которые, вероятно, связываются
преимущественно с mPRs. Так, синтезированы
3�О�метоксииминопроизводные прогестерона
(II, III) и 17α�гидроксипрогестерона (IV, V), а
также аналоги прогестерона без 3�кетогруппы
(IX, X), поскольку мы предполагаем, что спосо�
бы взаимодействия лигандов с mPRs и nPR в об�
ласти С3 молекулы стероида совершенно раз�
личны. По литературным данным, модифика�
ция в области С19 оказывала разнонаправлен�
ный эффект на сродство стероида к разным ти�
пам рецепторов [8, 9], поэтому в трех из новых
изученных соединений (VIII–X) имелась 19�гид�
роксильная группа. Важную роль в связывании
стероида с mPRα играет и замещение в 6�поло�
жении стероидного ядра. В данной работе были
изучены также 2 соединения (VI и VII), имею�
щие в положении 6 стероидного ядра 6(E)�ме�
токсииминогруппу.

Ранее было показано, что мРНК nPRs не
экспрессируются в клетках линии BxPC3 адено�
карциномы поджелудочной железы человека.
Тогда как для клеток этой линии была характер�
на высокая экспрессия мРНК mPRα, mPRβ и
mPRγ и соответствующих белков [10]. Поэтому
мы использовали клеточную линию BxPC3 в ка�

честве объекта для определения связывающих
характеристик mPRs и измерения сродства син�
тезированных производных прогестерона к его
мембранному рецептору. Сравнение проводили
с ядерными рецепторами nPRs из цитозольной
фракции матки крысы, имеющими сходные с
человеческими nPRs связывающие характерис�
тики и аналогичное строение лиганд�связываю�
щего кармана [11, 12]. В отсутствие лиганда nPR
локализуется в цитоплазме в олигомерном
комплексе с белком теплового шока, кошаперо�
ном и белком, относящимся к иммунофилинам
[1]. Таким образом, именно цитозольная фрак�
ция наиболее богата nPRs.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реактивы. Питательные среды RPMI�1640
(с феноловым красным и без фенолового крас�
ного), 100х L�глютамин (L�Glu), 100х смесь ан�
тибиотиков и антимикотика, эмбриональная те�
лячья сыворотка (FBS) и эмбриональная те�
лячья сыворотка, обработанная покрытым
декстраном углем (DFBS), были получены от
«Gibco» (США), фосфатно�солевой раствор Дюль�
бекко (DPBS Ca2+/Mg2+) и раствор Версена при�
обретены у «ПанЭко» (Россия). [1,2�3Н]прогес�
терон с удельной радиоактивностью 40 Ки/ммоль
был синтезирован В.П. Шевченко в Институте
молекулярной генетики РАН. Прогестерон, кор�
тизол, тестостерон, эстрадиол, мифепристон
(17β�гидрокси�11β�(4�диметиламино�фенил)�
17α�(1�пропинил) эстра�4,9�диен�3�он), фенилме�
тилсульфонилфторид (PMSF), дитио�треитол
(DTT), ЭДТА, глицерин, Tris приобретены у
«Sigma» (США), активированный уголь был по�
лучен от «Serva» (Германия), декстран�70 – от
«Fluka» (Швейцария).

Синтез производных прогестерона. 3�О�Ме�
токсииминопрогестероны II, III и 3�О�метокси�
имино�17α�гидроксипрогестероны IV, V синте�
зировали из прогестерона и 17α�гидроксипро�
гестерона, соответственно, в три стадии путем
селективной защиты 20�оксогруппы этиленке�
талем, обработки полученного кеталя соляно�
кислым О�метилгидроксиламином и снятием
защиты обработкой p�TsOH. Индивидуальные
Е� и Z�изомеры II, III и IV, V были выделены
хроматографичеcки. [13]. 6(E)�Метоксиимино�
16α,17α�циклогексанопрегн�4�ен�3β�ол�20�он
VI и 6(E)�метоксиимино�16α, 17α�циклогекса�
нопрегн�4�ен�3,20�дион VII получены согласно
[14]. 19�Гидроксипрогестерон VIII получен сог�
ласно [15].

Новые 19�гидроксипрегн�4�ен�20�он IX и
19�гидроксипрегн�3�ен�20�он X были получены
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№

1

I

II

III

IV

V

VI

Таблица 1. Производные прогестерона, использованные в работе

Химическая формула

3

Название

2

Прогестерон

(Е)3�О�метоксииминопрогестерон

(Z)3�О�метоксииминопрогестерон

(Е)3�О�метоксиимино�17�гидроксипрогестерон

(Z)3�О�метоксиимино�17�гидроксипрогестерон

6(E)�метоксиимино�16α,17α�циклогексанопрегн�4�ен�3β�ол�20�он



ПОЛИКАРПОВА  и  др.

после хроматографического разделения смеси
этих изомерных олефинов, образованных при
восстановительном раскрытии эпоксидного
цикла 6β,19�эпоксипрегн�4�ен�3,20�диона XII
(получен в три стадии из ацетата дегидропрегне�
нолона АП [16] избытком активированной Zn�
пыли в ледяной AcOH с одновременным элими�
нированием 3�кетогруппы) (рис. 1). Структуры
этих стероидов доказаны совокупностью дан�
ных физико�химического анализа. Конфигура�
ция протона H�5 в соединении X была установ�
лена с помощью экспериментов ge�1D NOESY.
При этом облучение протона H�5 (δ 2,51 м.д.)
давало отклик на протоны при H�19 (δ 3,51 и
δ 3,80), а облучение протона H�19 (δ 3,80) дава�
ло отклик на H�5, что однозначно определяет
конфигурацию H�5 как β.

Экспериментальная химическая часть. Темпе�
ратуры плавления определены на микронагрева�

тельном столике «Boetius». Cпектры ПМР (δ м.д.,
CHCl3, 30°) регистрировали на спектрометрах
«Bruker AM�300» (300,13 MHz для 1H и 75,5 MHz
для13C) и «Bruker AV�6» (600,13 MHz для 1H и
150,9 MHz для 13C). В качестве стандарта ис�
пользовали сигнал остаточного CHCl3 (δH 7,27 м.д.
и δC 77,0 м.д.). Масс�спектры высокого разре�
шения были зарегистрированы на приборе
«Bruker micrOTOF II» методом электрораспыли�
тельной ионизации (ESI). Измерения выполне�
ны на положительных (напряжение на капилля�
ре – 4500 В) ионах. Диапазон сканирования
масс – m/z 50 – 3000 Да, калибровка – внешняя
(«Electrospray Calibrant Solution», «Fluka»). Раст�
воры веществ в MeOH вводили через шприц
(скорость ввода 3 L/min). Газ�распылитель –
азот (8 л/мин), температура интерфейса – 200°.
Аналитическую ТСХ проводили на пластинах
Silica gel 60 F254 («Merck») в системах гексан–
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1

VII

VIII

IX

X

Окончание табл. 1

32

6(E)�метоксиимино�16α,17α�циклогексанопрегн�4�ен�3,20�дион 

19�гидроксипрогестерон 

19�гидроксипрегн�4�ен�20�он 

19�гидроксипрегн�3�ен�20�он 
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ацетон. Вещества обнаруживали 1%�ным раст�
вором Ce(SO4)2 в 10%�ном водном растворе
H2SO4 с последующим прогревом. Для препара�
тивного разделения использовали хроматогра�
фию на колонке с силикагелем Kieselgel 60
(0,063–0,200 мкм) («Merck») при соотношении
вещество–сорбент 1 : 40. Ацетат 16�прегненоло�
на АП – коммерческий реактив фирмы «Sigma».
Растворители очищали по стандартным методи�
кам.

Под обычной обработкой органических экс�
трактов имеется в виду их промывание до нейт�
ральной реакции промывных вод, высушивание
Na2SO4 и упаривание в вакууме. Выходы инди�
видуальных продуктов даны на перекристалли�
зованные образцы.

К раствору 0,52 г (1,58 ммоля) 6β,19�эпокси�
прегн�4�ен�3,20�диона XII в 15 мл лед. CH3COOH
при перемешивании прибавили 2,48 г (38,0 ммолей)
активированной Zn�пыли, нагрели при 90° в те�
чение 20–25 мин и после охлаждения Zn�пыль
отфильтровали, осадок промыли метанолом.
Остаток после удаления растворителей раство�
рили в хлороформе, выпавший осадок Zn(OAc)2

отфильтровали и промыли хлороформом. Полу�
ченный после стандартной обработки объеди�
ненных фильтратов кристаллический остаток
хроматографировали на колонке. При элюиро�
вании смесью гексан: ацетон (3→10% ацетона)
получено последовательно: 1) 0,08 г (20%) 19�гид�
роксипрегн�4�ен�20�она IX с т.пл. 127–132°
(эфир–гексан). Масс�спектр: Найдено: m/z 317,2470
[M+H]+, m/z 339,2289 [M+Na]+. С21H32O2. Вы�
числено: М = 316,2402. Спектр ЯМР 1H: 0,69 c
(3 Н, 18�СН3), 2,15 с (3 Н, 21�СН3), 3,57 д и 3,85 д
(по 1 H, 19�CH2, J = 9 Гц), 5,67 м (1 H, H�4)).
Спектр ЯМР 13C: 13,61 (С�18), 62,82 (С�19),
124,62 (С�4), 138,36 (С�5) и 2) 0,05 г (10%) 19�гид�
роксипрегн�3�ен�20�она X с т. пл. 140–143°
(эфир–гексан). Масс�спектр: найдено: m/z 317,2471
[M + H]+, m/z 339,2288 [M + Na]+. С21H32O2; Вы�
числено: М = 316,2402. Спектр ЯМР 1H: 0,60 c

(3 Н, 18�СН3), 2,09 с (3 Н, 21�СН3), 3,57 д и 3,90 д
(по 1 H, 19�CH2, J = 9 Гц), 5,39 дд (1 H, H�4,
J = 10 Гц и 2 Гц), 5,66 м (1 Н, H�3). Спектр
ЯМР 13C: 13,42 (С�18), 35,70 (С�5), 65,92 (С�19),
126,51 (С�4), 132,46 (С�3).

Культивирование клеток. Клеточная линия
BxPC3 аденокарциномы поджелудочной железы
человека была получена из Американской кол�
лекции типовых культур (АТСС). После размо�
раживания клетки культивировали в стандарт�
ных условиях (37°, 5% СО2) в среде RPMI�1640 с
феноловым красным, обогащенной 10%�ным
FBS + 1х L�Glu + 1x смесь антибиотиков и анти�
микотика. После третьего пассажа клетки пере�
водили в среду RPMI�1640 без фенолового крас�
ного, обогащенную 10%�ным DFBS + 1х L�Glu + 1x
смесь антибиотиков и антимикотика. Через три
пассажа клетки снимали раствором Версена,
осаждали центрифугированием («Jouan CR 3i»)
при 500 g в течение 7 мин при комнатной темпе�
ратуре, осадок клеток ресуспендировали в DPBS
Ca2+/Mg2+ и использовали для анализа связыва�
ния с [3Н]прогестероном.

Измерение и анализ связывания [3Н]прогесте?
рона с целыми клетками линии BxPC3. Cуспен�
зию клеток BxPC3 в DPBS Ca2+/Mg2+ (100–120 тыс.
клеток в 100 мкл) инкубировали при комнатной
температуре (20–22°) в течение двух часов при
постоянном перемешивании со 100 мкл смеси
стероидов в буфере DPBS Ca2+/Mg2+. Смесь сте�
роидов состояла из 10 мкл [3Н]прогестерона
(конечная концентрация 3–5 нМ) и 90 мкл не�
меченого прогестерона (концентрации от 0 до
6320 нМ). После инкубации клетки осаждали при
500 g 7 мин при комнатной температуре. Осадок
клеток отмывали в 700 мкл DPBS Ca2+/Mg2+ и
центрифугировали снова при аналогичных ус�
ловиях. К осадку клеток добавляли 250 мкл дис�
тиллированной воды и переносили во флакон
для счета. Радиоактивность измеряли в 6 мл ди�
оксанового сцинтиллятора «Bray» на жидкост�
ном сцинтилляционном счетчике RackBeta 1217
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Рис. 1. Схема получения 19�гидроксипрегн�4�ен�20�она (IX) и 19�гидроксипрегн�3�ен�20�она (X). Реагенты и условия:
лед. AcOH, Zn�пыль, 90°, 20 мин
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(«LKB WALLAC» Финляндия). Для каждой экс�
периментальной точки величину неспецифи�
чески связанного [3H]прогестерона, измеренно�
го в присутствии избытка немеченого прогесте�
рона (6320 нМ), вычитали из величины суммар�
ного связывания [3H]прогестерона. Статисти�
ческая обработка, расчет величин Kd и Bmax и
построение графиков конкурентного ингибиро�
вания были выполнены с помощью программы
GraphPad Prism 6 («GraphPad Software Inc»,
СШA). Величины относительной конкурентной
активности производных прогестерона (ОКА)
рассчитывали как отношение Kd1/Kd2, где Kd1 –
константа диссоциации для прогестерона, Kd2 –
константа диссоциации для исследуемого кон�
курента.

Kd (прогестерона)
ОКА = 

__________________________ × 100%
Kd (исследуемого лиганда)

ОКА прогестерона принимали за 100%. Резуль�
таты представлены в виде среднего ± стандарт�
ное отклонение на основании трех и более экс�
периментов. Для сравнения сродства исследуе�
мых аналогов к nPRs и mPRs использовали «ин�
декс дискриминации», рассчитываемый как от�
ношение ОКАmPRs/ОКАnPRs.

Измерение и анализ связывания [3Н] прогес?
терона с цитозольной фракцией матки. Взрослых
самок белых беспородных крыс (150–200 г) под�
вергали эвтаназии декапитацией. Матки от 3–4
животных со средней общей массой 2 г помеща�
ли на лед, измельчали и гомогенизировали с ис�
пользованием стеклянного гомогенизатора в
10 мМ Tris�HCl�буфере, pH 7,5, содержащем 10 мМ
KCl, 1 мМ ЭДТА, 30%�ный глицерин, 1 мМ DTT
и 0,5 мМ PMSF при соотношении ткань/буфер
1 : 6. После центрифугирования при 14 000 g в
течение 30 мин при 4° супернатант (цитозоль) с
концентрацией белка 2–4 мг/мл собирали и не�
медленно использовали. Для измерения срод�
ства цитозольную фракцию матки (100 мкл) ин�
кубировали при 4° в течение 20 ч со 100 мкл сме�
си стероидов, содержащей 10 мкл [3Н]прогесте�
рона (конечная концентрация 3–5 нМ) и 90 мкл
немеченого конкурента (конечные концентра�
ции от 0 до 6320 нМ). Связанный белком и сво�
бодный [3Н]прогестерон разделяли обработкой
инкубационной смеси 2%�ной суспензией акти�
вированного угля, покрытого 0,4%�ным декстра�
ном (100 мкл), в течение 5 мин при 4°, после че�
го уголь осаждали центрифугированием при 400 g
в течение 5 мин. В аликвотах надосадочной
фракции (200 мкл) измеряли содержание радио�
активности и проводили анализ аналогично
описанному выше для клеток BxPC3.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Радиолигандный анализ с использованием
[3Н]прогестерона показал наличие в клетках ли�
нии BxPC3 белка, специфически связывающего
прогестерон. В виду того, что в клетках данной
культуры была обнаружена достаточно высокая
экспрессия мРНК глюкокортикоидных рецеп�
торов (384 ± 23% от уровня мРНК GAPDH [10]),
для подтверждения того, что белок, связываю�
щий прогестерон, представляет собой именно
mPRs, а не рецепторы глюкокортикоидов или
андрогенов, в качестве конкурирующих лиган�
дов были использованы стероиды основных
классов. На рис. 2 представлены кривые конку�
ренции между [3Н]прогестероном и основными
стероидами. В табл. 2 представлены относитель�
ные конкурентные активности (ОКА) немече�
ных тестостерона, эстрадиола, кортизола и анта�
гониста nPRs мифепристона. Практически полное
отсутствие сродства эстрадиола (ОКА = 1,6 ± 0,7%)
и кортизола (ОКА = 0,5 ± 0,4%) к исследуемому
белку говорит о том, что белок, специфически
связывающий [3Н]прогестерон представляет со�
бой mPRs. Низкое сродство мифепристона
(ОКА = 5,1 ± 1,3%) и умеренное сродство тес�
тостерона (ОКА = 10,2 ± 1,7%) также характер�
но для mPRs и согласуется с литературными
данными, полученными для клеток линии
MDA�MB�231 с высокой экспрессией mPRα в
результате трансфекции соответствующим ге�
ном [4]. По результатам 14 экспериментов рав�
новесная константа диссоциации Kd прогестеро�
на с mPRs составила 141,6 ± 43,5 нМ, а концент�
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Рис. 2. Кривые конкурентного связывания стероидов ос�
новных классов с mPR в клетках линии BxPC3, выражен�
ные в процентах от максимального специфического свя�
зывания [3Н]прогестерона
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рация связывающих участков Bmax составила
6,1 ± 3,9 нМ. Сходные результаты были получе�
ны для рецептора mPRα, экспрессированного в
клетках CHO, где Kd для прогестерона составила
122 ± 50 нМ [17]. В желтом теле крысы, содер�
жащем гомолог mPRα, Kd для прогестерона сос�
тавила 162 ± 20 нМ [18]. Кроме того, в проведен�
ном ранее в нашей лаборатории исследовании
человеческого mPRα, экспрессированного в пе�
карских дрожжах, Kd для прогестерона состав�
ляла 143 ± 43 нМ [9]. Таким образом, определен�
ные нами связывающие характеристики соответ�
ствуют данным литературы для mPRs.

На рисунках 3 и 4 представлены результаты
типичных экспериментов по вытеснению [3Н]
прогестерона из комплексов с mPRs клеток ли�
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Рис. 4. Кривые конкурентного связывания лигандов. а – mPR в клетках линии BxPC3; б – nPR в цитозольной фракции
матки крысы, выраженные в процентах от максимального специфического связывания [3Н]прогестерона. Числа рядом с
кривыми соответствуют номерам соединений в табл. 1
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Рис. 3. Кривые конкурентного связывания лигандов. a – mPR в клетках линии BxPC3; б – nPR в цитозольной фракции
матки крысы, выраженные в процентах от максимального специфического связывания [3Н]прогестерона. Числа рядом с
кривыми соответствуют номерам соединений в табл. 1
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VIII

X

ОКА mPR, %*

100

5,1 ± 1,3 (3)

10,2 ± 1,7 (3)

1,6 ± 0,7 (3)

0,5 ± 0,4 (3)

Стероид

Прогестерон

Мифепристон 

Тестостерон

Эстрадиол

Кортизол

Таблица 2. Относительная конкурентная активность (ОКА)
стероидов основных классов к mPR в клетках линии BxPC3

* Среднее значение ± стандартное отклонение (количество
измерений).
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нии BxPC3 (а) и из комплексов с nPRs цитозоль�
ной фракции матки крысы (б) немеченым прогес�
тероном и его аналогами. Объединенные количе�
ственные характеристики для каждого соедине�
ния представлены в табл. 3. Можно видеть, что
все девять исследуемых соединений (II–X, табл. 1)
предпочтительнее связываются с mPRs и облада�
ют индексами дискриминации, превышающими
таковой для прогестерона. Замена 3�кетогруппы
3�О�метоксииминовой (соединения II и III) при�
водит к снижению сродства полученных E� и
Z�изомеров как к mPRs, так и к nPRs, обеспечи�
вая индексы дискриминации mPRs/nPRs, равные
31 и 16 соответственно. Дополнительное введение
17α�гидроксильной группы (соединения IV и V)
еще больше снижало ОКА этих соединений по
отношению к обоим типам рецепторов, однако
индексы дискриминации mPRs/nPRs оставались
неизменными (37 и 16 соответственно).

Сочетание 6�метоксииминогруппы и допол�
нительного 16α,17α�карбоцикла (соединения VI
и VII) снижает сродство полученных производ�
ных к обоим типам рецепторов, что можно ви�
деть по ОКА этих соединений к mPRs и к nPRs.
Однако, ввиду практически полного отсутствия
связывания соединения VI с nPRs, этот аналог
обладает наибольшим из полученных индексом
дискриминации mPRs/nPRs, равным 117.

19�гидроксипрогестерон (соединение VIII)
демонстрирует умеренно низкое сродство к обо�
им типам рецепторов и обладает наименьшим
по сравнению с остальными производными ин�
дексом дискриминации mPR/nPR, равным 4.
Одновременное с введением 19�гидроксильной
группы удаление 3�кетогруппы (соединение IX)
приводит к повышению сродства к mPRs и сни�
жению сродства к nPRs, обеспечивая индекс
дискриминации mPRs/nPRs 52. Сочетание вы�
шеуказанных модификаций с изменением поло�
жения двойной связи в кольце А (соединение Х)
еще больше повышает сродство к mPRs, давая
индекс дискриминации mPRs/nPRs, равный 80.
Из протестированных производных соединение X
(19�гидроксипрегн�3�ен�20�он) демонстрирует
наиболее предпочтительное сочетание модифи�
каций стероидной молекулы для дальнейшего
повышения избирательности лиганда по отно�
шению к mPRs.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для выявления аналогов прогестерона, наибо�
лее селективных по отношению к его мембран�
ным рецепторам, проводили сравнение сродства
девяти синтезированных прогестинов (II–X,
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Таблица 3. Относительная конкурентная активность (ОКА) исследуемых производных к ядерным и мембранным рецеп�
торам прогестерона и предпочтительность связывания лигандов ОКАmPR/ОКАnPR (индекс дискриминации)

Индекс дискриминации
ОКАmPR/ОКАnPR

1

31

16

37

16

117

44

4

52

80

ОКА mPR, %*

100 
(Kd = 141,6 ± 43,5 нМ (14))

2,5 ± 1,4 (4)

2,4 ± 1,2 (4)

1,1 ± 0,9 (4)

1,4 ± 0,5 (4)

3,5 ± 0,5 (4)

2,2 ± 0,9 (3)

4,0 ± 2,5 (3)

10,3 ± 6,6 (5)

23,9 ± 14,3 (5)

ОКА nPR, %*

100 
(Kd = 30,7 ± 7,9 нМ (9))

0,08 ± 0,03 (5)

0,15 ± 0,12 (4)

0,03 ± 0,015 (4)

0,09 ± 0,05 (5)

0,03 ± 0,01 (3)

0,05 ± 0,01 (3)

1,1 ± 0,2 (3)

0,2 ± 0,16 (3)

0,3 ± 0,2 (3)

Соединение

Прогестерон (I)

(Е)3�О�метоксииминопрогестерон (II)

(Z) 3�О�метоксииминопрогестерон (III)

(E)3�О�метоксиимино�17α�прогес�
терон (IV)

(Z)3�О�метоксиимино�17α�прогес�
терон (V)

6(E)�метоксиимино�16α,17α�цикло�
гексанопрегн�4�ен�3β�ол�20�он (VI)

6(E)�метоксиимино�16α,17α�цикло�
гексанопрегн�4�ен�3,20�дион (VII)

19�гидроксипрогестерон (VIII)

19�гидроксипрегн�4�ен�20�он (IX)

19�гидроксипрегн�3�ен�20�он (X)

* Среднее значение ± стандартное отклонение (количество измерений).
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табл. 1) к mPRs и nPRs, экспрессируемым в
клетках линии аденокарциномы поджелудоч�
ной железы человека и в клетках матки крыс со�
ответственно. Такое сравнение представляется
целесообразным, так как nPRs матки крысы,
имеет сходные с человеческими nPRs связываю�
щие характеристики и аналогичное строение
лигандсвязывающего кармана [11, 12]. В нашей
работе величины Kd для взаимодействия прогес�
терона с nPRs и mPRs составили 30,7 и 141,6 нМ
соответственно, т.е. сродство прогестерона к
nPRs превышает таковое к mPRs приблизитель�
но в 5 раз, что соответствует известным литера�
турным данным [4]. Специфичность сродства
изученных нами рецепторов в клетках линии
BxPC3 в отношении кортизола, тестостерона,
эстрадиола и мифепристона практически не от�
личалась от известной по литературным данным
специфичности mPRs [4, 8]. Таким образом, вы�
являемое нами связывание обусловлено mPRs,
принадлежащими к семейству рецепторов про�
гестинов и адипонектина человека (PAQR).

Для изучения механизмов действия прогес�
тинов важно создание аналогов прогестерона,
селективных в отношении mPRs. Δ4�3�кетогруп�
па является важной детерминантой взаимодей�
ствия лиганда с nPRs, формируя водородные
связи с аминокислотными остатками лиганд�
связывающего кармана рецептора [19]. Было
показано, что увеличение размера заместителя
при С3 пропорционально снижает сродство ли�
ганда к nPRs [20]. По результатам проведенного
нами исследования по влиянию различных за�
местителей на сродство полученных производ�
ных к nPRs и mPRα [9] было выдвинуто пред�
положение о наличии полости около С3 в ли�
гандсвязывающем кармане mPRα. Ожидалось,
что (Е)3�О�метоксииминопрогестерон (II) и (Z)
3�О�метоксииминопрогестерон (III), имеющие
вместо 3�кетогруппы 3�О�метоксииминовую
группу, будут демонстрировать высокие индек�
сы дискриминации mPRs/nPRs. Однако в на�
шей работе эти соединения показали низкое
сродство к mPRs при практически полном отсут�
ствии сродства к nPRs.

Наибольшим сродством к mPRs обладали
соединения, не содержащие 3�кетогруппы: 19�гид�
роксипрегн�4�ен�20�он (IX) и 19�гидроксипрегн�
3�ен�20�он (X). Этот результат подтверждает ги�
потезу об имеющихся между двумя типами ре�
цепторов различиях в лиганд�рецепторном вза�
имодействии. Очевидно, что наличие сети водо�
родных связей в области С3 не является обяза�
тельным для взаимодействия лиганда с mPRs, в
отличие от nPRs. Введение 17α�гидрокси�группы,
как и ожидалось, снизило сродство (E)3�О�ме�
токсиимино�17α�прогестерона (IV) и (Z)3�О�ме�

токсиимино�17α�прогестерона (V) как к mPRs,
так и к nPRs в сравнении с (Е)3�О�метоксиими�
нопрогестероном (II) и (Z) 3�О�метоксиими�
нопрогестероном (III). Однако предположение
о том, что эффект будет значительно более вы�
ражен в отношении nPRs [9], не подтвердилось.
Таким образом, 17α�гидроксигруппа не обеспе�
чила увеличение индекса дискриминации.

Модификации стероидной молекулы при
С19, как было показано ранее, существенно
влияют на сродство ее к разным типам рецепто�
ров. Было показано, что введение гидрофильно�
го заместителя при С19 снижает сродство полу�
ченного лиганда как к nPRs [20], так и к mPRs
[8]. Однако похоже, что этот эффект значительно
менее выражен в случае взаимодействия 19�гид�
роксипрогестерона (VIII) с mPRs, поскольку
введение 19�гидроксигруппы повышало индекс
дискриминации mPRs/nPRs в 4 раза (табл 3).
Для дальнейшего повышения избирательности
по отношению к mPRs можно использовать
введение гидрофобного заместителя в область
С19, так как 19�метилпрогестерон не обладал
агонистической активностью к nPRs [8], а при
изучении влияния 19�метила на сродство
16α,17α�циклоалканов обнаружилось повыше�
ние индекса дискриминации mPRα/nPRs с 0,05
до 83,7 [9].

Было показано, что введение заместителя в 6
положение кольца В дает некоторую предпочти�
тельность в связывании с mPRα: введение 6α�
метильной группы приводило к снижению
сродства 16α,17α�циклогексанопрогестерона к
nPRs и увеличивало индекс дискриминации
mPRα/nPRs [9, 20]. Однако сама 16α,17α�цик�
логексановая группа снижала сродство стерои�
дов к mPRs и не оказывала существенного влия�
ния на сродство к nPRs. Введение замещенной
оксимной группы в положение С6 стероида
приводит к изменению общей геометрии стеро�
идного кольца, приводящей к практически пол�
ному подавлению связывания с nPRs, но не ме�
шающей взаимодействию с mPRs (табл. 3). В на�
ших экспериментах соединения (VI) и (VII) с
6(E)�метоксииминогруппой и дополнительным
16α,17α�циклогексановым циклом D' практи�
чески не связывались с nPRs и давали высокий
индекс дискриминации (117 и 44, соответствен�
но). Подобные модификации могут послужить
резервом для повышения избирательности про�
изводных прогестерона к mPRs.

Таким образом, несмотря на полученные ра�
нее результаты с соединениями, имеющими до�
полнительный 16α,17α�карбоцикл D' [9], мы
обнаружили, что замена 3�кетогруппы на 3(Е
или Z)�О�метоксииминовую в производных са�
мого прогестерона, приводит к значительному
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снижению сродства таких соединений к mPRs и
поэтому не подходит для создания селективных
лигандов этих рецепторов. Указанные расхож�
дения, возможно, связаны с различиями в угле�
родном скелете использованных стероидов.

Введение дополнительной 17α�гидроксиль�
ной группы в равной степени понижало срод�
ство полученных лигандов как к mPRs, так и к
nPRs, а, следовательно, тоже оказалось неэф�
фективным для увеличения индекса дискрими�
нации (табл. 3). Однако в настоящей работе мы
нашли новые модификации стероидной моле�
кулы прогестерона, позволяющие усилить ее
сродство к изучаемому типу рецепторов. Удале�
ние 3�кетогруппы (соединения IX и X), а также
введение оксимной группы при С6 соединения
(VI и VII) благоприятно влияет на предпочти�
тельность связывания полученных производных
с mPRs, по сравнению с nPRs. 3�дезоксосоеди�
нения IX и X с индексами дискриминации 52 и
80 соответственно оказались более избиратель�
ными по отношению к mPRs, по сравнению с
описанными ранее 10�этенил�19�норпрогесте�
роном и 19α�метилпрогестероном, индексы
дискриминации которых составляли 20 и 40 со�
ответственно [8]. Следует отметить также, что в

отличие от упомянутых соединений [8], 19�гид�
роксипрегн�4�ен�20�он (IX) и 19�гидроксип�
регн�3�ен�20�он (X) практически не связывают�
ся с nPRs, а, следовательно, могут действовать
исключительно через mPRs. И это особенно
важно в тех случаях, когда предполагается раз�
нонаправленное действие прогестинов, осущес�
твляемое через разные типы рецепторов, как
например, на пролиферацию и апоптоз клеток
некоторых опухолевых тканей [5, 6]. Возможно
также дальнейшее повышение избирательности
лигандов, основанное на одновременном соче�
тании наиболее перспективных модификаций, а
именно, удалении 3�кетогруппы, введении гид�
рофобного заместителя при С19 вместо 19�гид�
роксигруппы и оксимной группы при С6. По�
прежнему не исключается положительное влия�
ние введения двойной связи С6�С7, а также мо�
дификаций С18 на предпочтительное связыва�
ние производных прогестерона с mPRs по срав�
нению с nPRs.
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The search for selective agonists and antagonists of membrane progesterone receptors (mPRs) is the starting point for
the study of progesterone signal transduction mechanisms mediated by mPRs, which are distinct from nuclear recep�
tors. According to preliminary data, the affinity of ligands for mPRs differs significantly from classical nuclear prog�
esterone receptors (nPRs). This suggests structural differences in the ligand�binding pocket of these proteins. In this
study, several progesterone derivatives were assayed in terms of their affinity for mPRs of human pancreatic adeno�
carcinoma BxPC3 cells, which are characterized by the high expression of mPR mRNA and by the absence of expres�
sion of nPR mRNA. The determined values were compared with the affinity of these compounds for nPRs. All the
tested compounds showed almost complete lack of affinity for nPRs, whereas they have various selectivity as ligands
for mPRs. It was found that derivatives with an additional 19�hydroxy group and removed 3�keto group had the high�
est selectivity for mPRs. These results allow the use of these steroids as the most selective progesterone analogs for
studying the mechanisms of progestin effects via mPRs.

Keywords: membrane progesterone receptors, progesterone analogs, human pancreatic adenocarcinoma BxPC3 cell
line, synthesis


