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Восстановление функций мужской репродуктивной системы при сахарном диа-
бете 2-го типа (СД2) представляет собой одну из актуальных проблем современ-
ной эндокринологии. Для этого могут быть использованы как препараты, улучша-
ющие глюкозный гомеостаз и инсулиновую чувствительность, в первую очередь
метформин, так и активаторы рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР) –
хорионический гонадотропин человека (ХГЧ) и низкомолекулярные аллосте-
рические агонисты ЛГР. Целью исследования было изучить влияние метфор-
миновой терапии (4 нед., 120 мг/кг/сутки) на стимулирующие стероидогенез и
сперматогенез эффекты, вызываемые пятидневным введением самцам крыс
Вистар с СД2 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-4-(3-(никотинами-
до)фенил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (ТП03), аллостерического
ЛГР-агониста (15 мг/кг/сутки), и ХГЧ (20 МЕ/крысу/сутки). СД2 вызывали вы-
сокожировой диетой и инъекцией низкой дозы стрептозотоцина (25 мг/кг). Ле-
чение метформином частично восстанавливало уровни тестостерона и нормализо-
вало сперматогенез у крыс с СД2. В первый день лечение метформином усиливало
стероидогенные эффекты ТП03 и ХГЧ, но в последующие дни его потенцирую-
щий эффект не выявлялся. При пятидневной обработке диабетических крыс с
помощью ТП03 и ХГЧ восстанавливалось число эпидидимальных сперматозои-
дов, в том числе с поступательным прямолинейным движением, снижалась доля
дефектных форм сперматозоидов. Показатели сперматогенеза при лечении мет-
формином или ЛГР-агонистами по отдельности были сопоставимы с таковыми
при их совместном применении. Таким образом, метформиновая терапия уси-
ливает продукцию тестостерона, индуцированную ТП03 и ХГЧ, в первый день
обработки этими препаратами, но в дальнейшем стероидогенный и спермато-
генный эффекты ЛГР-агонистов в группах диабетических крыс с лечением мет-
формином и без такового существенно не различались.
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Одним из осложнений сахарного диабета 2-го типа (СД2), который характеризу-
ется инсулиновой резистентностью, нарушением глюкозного гомеостаза и липидно-
го обмена, являются дисфункции репродуктивной системы и нарушение функцио-
нальной активности гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси. У мужчин с СД2 раз-
вивается андрогенный дефицит и нарушается сперматогенез, что приводит к
снижению фертильности и может стать причиной бесплодия [1–4]. Поиск эффек-
тивных подходов для восстановления функций мужской репродуктивной системы
в условиях СД2 является одной из актуальных проблем современной эндокриноло-
гии, что обусловлено как высокими темпами роста заболеваемости СД2 в мире, так
и общей тенденцией к снижению рождаемости, в том числе в связи с широким рас-
пространением мужского бесплодия.

Для нормализации репродуктивного потенциала у мужчин наиболее часто исполь-
зуют гонадотропины, в том числе хорионический гонадотропин человека (ХГЧ), ми-
шенью которого в тестикулярных клетках является рецептор лютеинизирующего
гормона (ЛГР) [5]. ХГЧ, как и ЛГ, с высоким сродством взаимодействует с внекле-
точным доменом ЛГР, который относится к рецепторам, сопряженным с гетеротри-
мерными G-белками. Результатом этого является изменение конформации транс-
мембранного домена ЛГР и активация зависимых от гонадотропинов внутриклеточ-
ных сигнальных путей [6]. Ключевую роль здесь играет цАМФ-зависимый путь,
который включает Gs-белок, аденилатциклазу и протеинкиназу А и ведет к актива-
ции холестерин-транспортирующего белка StAR, катализирующего первую, ско-
рость-лимитирующую стадию стероидогенеза, а также стероидогенных ферментов,
осуществляющих синтез тестостерона и его прекурсоров в клетках Лейдига. Модули-
рующую роль в регуляции стероидогенеза играет и фосфоинозитидный путь, кото-
рый запускается через посредство ЛГР-опосредуемой активации Gq/11-белков и фос-
фолипазы Сβ [7]. Синтезированный в клетках Лейдига тестостерон воздействует на
клетки Сертоли и, тем самым, контролирует процесс созревания и функциональной
активности сперматозоидов (СП). Однако длительная стимуляция ЛГР гонадотропи-
нами и использование их высоких доз, необходимых для достижения значимого сте-
роидогенного эффекта, вызывают активацию β-аррестинов, ответственных за интер-
нализацию и даун-регуляцию ЛГР, а также запускают другие механизмы отрицатель-
ной обратной связи. Все это приводит к развитию резистентности клеток Лейдига к
гонадотропинам, вследствие чего их отмена способна привести к андрогенной недо-
статочности и нарушению сперматогенеза [5]. В условиях диабетической патологии
вследствие гипергликемии, воспаления и усиления окислительного стресса снижает-
ся экспрессия ЛГР в семенниках и нарушается структура его связывающих доменов,
что вызывает снижение сродства рецептора к гонадотропинам и ослабляет их эффек-
ты на стероидогенез и сперматогенез [8, 9].

Все вышесказанное указывает на необходимость разработки новых ЛГР-агони-
стов, более специфичных в отношении внутриклеточных сигнальных каскадов и
способных более мягко в сравнении с ХГЧ и ЛГ стимулировать стероидогенные
пути, не вызывая резистентности тестикулярных клеток к эндогенным гонадотро-
пинам. Наибольший интерес здесь представляют тиенопиримидиновые производ-
ные (ТП), которые на протяжении последних лет разрабатываются нами [10–14] и
другими авторами [15–17]. В отличие от гонадотропинов, они взаимодействуют с
аллостерическим сайтом, расположенным в трансмембранном домене ЛГР, и не
влияют на доступность внеклеточного сайта для гонадотропинов. Их преимуще-
ствами являются селективность в отношении цАМФ-зависимого пути, отвечаю-
щего за активацию стероидогенеза, отсутствие иммуногенности, а также сохране-
ние активности при пероральном способе введении, поскольку ТП устойчивы к
деградации в желудочно-кишечном тракте и хорошо всасываются энтероцитами
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[10, 11, 18]. Стероидогенные эффекты ТП сейчас интенсивно изучаются [12, 18], но их
воздействие на сперматогенез как в норме, так и при СД остается мало изученным.

Препаратом первой линии при лечении СД2 является метформин, который, ак-
тивируя АМФ-активируемую протеинкиназу (АМФК), основной энергетический
сенсор клетки, не только восстанавливает метаболизм и инсулиновую чувствитель-
ность, но и улучшает функционирование мужской репродуктивной системы [19, 20].
Ранее нами было показано, что лечение самцов крыс и мышей с различными фор-
мами СД восстанавливает у них стероидогенез, улучшает морфологию семенных
канальцев, повышает подвижность СП [9, 21, 22]. Основываясь на данных о том,
что метформиновая терапия повышает чувствительность семенников диабетиче-
ских крыс к однократному воздействию ХГЧ [9], мы предположили, что лечение
метформином может потенцировать восстановление функций семенников у крыс
с СД2 при их обработке ортостерическими (ХГЧ) и аллостерическими (ТП) агони-
стами ЛГР.

Целью работы было изучить влияние четырехнедельной метформиновой тера-
пии на стимуляцию стероидогенеза и сперматогенеза у самцов крыс с СД2, вызы-
ваемую их обработкой с помощью 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-4-
(3-(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамида (ТП03), разра-
ботанного нами аллостерического ЛГР-агониста, и гонадотропина (ХГЧ).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для проведения экспериментов были взяты двухмесячные самцы крыс Вистар
(масса тела 170–200 г), которых содержали в стандартных условиях со свободным
доступом к корму и воде. Все эксперименты были выполнены в соответствии с требо-
ваниями Комитета по биоэтике Института эволюционной физиологии и биохимии
им. И.М. Сеченова РАН, European Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC) и
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”.

СД2 вызывали с помощью высокожировой диеты (1 кг смеси содержал 524 г сви-
ного сала, 417 г творога, 50 г печени, 5.3 г L-метионина, 1.85 г дрожжей, 1.85 г NaCl)
[23], которую животные получали на протяжении 9 недель, и последующей их об-
работки низкой дозой (25 мг/кг) стрептозотоцина (“Sigma”, США) с продолжени-
ем диеты еще в течение 6 нед. Контрольные животные (К, n = 18) вместо высоко-
жировой диеты получали стандартный корм, а вместо стрептозотоцина им вводили
0.1 М натрий-цитратный буфер (pH 4.5), растворитель стрептозотоцина. В течение
всего эксперимента осуществляли мониторинг массы тела и измеряли уровень
глюкозы в крови (через 2 ч после еды), для чего использовали тест-полоски “One
Touch Ultra” (США) и глюкометр “Life Scan Johnson & Johnson” (Дания). Степень
гипергликемии оценивали по уровню гликированного гемоглобина (HbA1c), для
чего использовали набор “Multi Test HbA1c System” (“Polymer Technology Systems,
Inc.”, США).

Диабетические группы формировали через 2 недели после введения стрептозо-
тоцина, перед началом метформиновой терапии, из крыс с уровнем глюкозы выше
7 мМ (120 мин после глюкозной нагрузки) и содержанием HbA1c выше 5.5%, осно-
вываясь на результатах глюкозотолерантного теста (ГТТ). При проведении ГТТ
животным (после 12-часового голодания) внутрибрюшинно вводили раствор глю-
козы из расчета 2 г глюкозы на 1 кг массы тела, и в течение 120 мин измеряли уро-
вень глюкозы в крови. Диабетических крыс случайным образом распределяли на
группы без лечения (Д, n = 18) и с лечением метформином (ДМ, n = 18). Лечение
метформином (перорально, суточная доза 120 мг/кг) (“Sigma-Aldrich”, США) крыс
группы ДМ осуществляли в течение 4 нед., в то время как группы Д и К вместо мет-
формина в те же сроки и в том же объеме получали его растворитель – дистиллиро-
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ванную воду. Диабетических крыс при этом продолжали содержать на высокожи-
ровой диете. Через три недели после начала лечения с целью оценки терапевтиче-
ского эффекта метформина в группах К, Д и ДМ повторно проводили ГТТ,
измеряя уровень глюкозы в течение 120 мин, а через 120 мин оценивая уровень инсу-
лина, который измеряли с помощью наборов “Rat Insulin ELISA kit” (“Mercodia AB”,
Швеция).

За пять дней до окончания эксперимента каждую из групп контрольных, неле-
ченых диабетических и обработанных метформином диабетических крыс дополни-
тельно разделили на три группы (К0/КТ/КГ, Д0/ДТ/ДГ и ДМ0/ДМТ/ДМГ), сформи-
ровав в общей сложности 9 групп (в каждой n = 6). Группы К0, Д0 и ДМ0 (n = 6) вме-
сто препаратов получали диметилсульфоксид (ДМСО), растворитель ТП03.
Группам КТ, ДТ и ДМТ ежедневно внутрибрюшинно вводили растворенное в
ДМСО соединение ТП03 в суточной дозе 15 мг/кг. Группам КГ, ДГ и ДМГ (n =6) в
течение 5 сут подкожно вводили ХГЧ (“Московский эндокринный завод”, Россия)
в суточной дозе 20 МЕ/крысу. Согласно проведенным ранее исследованиям,
ДМСО не оказывает существенного влияния на оцениваемые параметры и функ-
циональное состояние животных [14]. Соединение ТП03 синтезировали, как опи-
сано ранее [11], характеризуя его с помощью высокоэффективной жидкостной
хроматографии и масс-спектрометрии. В первый и пятый день обработки ЛГР-аго-
нистами уровень тестостерона оценивали перед их введением (10.00) и через 60, 180
и 300 мин (11.00, 13.00, 15.00) после введения ТП03 и ХГЧ. Во второй–четвертый
дни его оценивали через 180 мин после введения препаратов (в 13.00), когда, со-
гласно нашим предварительным результатам, отмечается пик стероидогенного эф-
фекта гонадотропина, а соответствующий эффект ТП03 начинает выходить на пла-
то [12]. Для измерения концентрации тестостерона использовали коммерческий
набор “Тестостерон-ИФА” (“Алкор-Био”, Россия).

По окончании эксперимента животных наркотизировали (ингаляция 4–5%-ным изо-
флюраном) и декапитировали, после чего оценивали у них показатели спермограм-
мы, как описано ранее [24]. Для этого из каудальной части эпидидимиса извлекали
5 мг СП и помещали их в 195 мкл среды фертилизации “Quinn’s AdvantageTM Medi-
um With HEPES” (“In Vitro Fertilization Inc., Cooper Surgical Company”, США). В
этой среде СП инкубировали в течение 30 мин при 37°С. Затем в счетную камеру
Маклера (глубина 10 мкм, “Sefi Medical Instruments”, Израиль) добавляли 10 мкл
разбавленной семенной жидкости, подсчитывали количество клеток с помощью
микроскопа MICMED-5 (увеличение ×400, “ЛОМО”, Россия), результаты пред-
ставляли как количество клеток/г эпидидимиса яичка. Количество подвижных СП
и функционально активных СП с поступательным движением рассчитывали как
процент от общего количества СП, которое принимали за 100%. Морфологию СП
изучали после окрашивания помещенного на предметное стекло мазка азуром и
эозином с использованием набора реагентов “Спермо-Дифф-200” (ООО “Фирма
Синтакон”, Россия). Количество морфологически дефектных форм, включающих
СП с извитым хвостом или дефектами головки [25], рассчитывали на 100 СП в каж-
дом препарате. Фотографии препаратов получали с помощью микроскопа “Axio
Lab.A1 MAT” (“Carl Zeiss”, Германия) со встроенной телевизионной камерой (уве-
личение ×1000), используя программу Axio-Vision 4.8.

Статистический анализ данных проводили с помощью программы “Microsoft
Office Excel 2007”. Нормальность распределения проверяли с помощью критерия
Шапиро–Уилка. Для сравнения выборок с нормальным распределением исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Достоверными считали отличия при уровне значи-
мости p < 0.05. Данные представляли как M ± SD.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Длительная высокожировая диета и обработка крыс низкой дозой стрептозото-
цина приводили к развитию СД2 с характерными для него гипергликемией и нару-
шенной толерантностью к глюкозе, на что указывают повышенные уровни постпран-
диальной глюкозы, HbA1c и повышенные значения интегрированной площади под
кривыми “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)” (AUC0–120) для глюкозы в
ГТТ, а также с гиперинсулинемией, о чем свидетельствует повышенный уровень
инсулина через 120 мин после глюкозной нагрузки (табл. 1). Лечение метформи-
ном в значительной степени нормализовало уровни глюкозы и инсулина и восста-
навливало толерантность к глюкозе (табл. 1). У крыс с СД2 были снижены базовые
уровни тестостерона, и лечение метформином их частично восстанавливало (табл. 1).

Пятидневное введение ТП03 и ХГЧ контрольным крысам повышало уровень те-
стостерона, причем в первые два дня более эффективным был ХГЧ, а в третий–пя-
тый дни стероидогенные эффекты ТП03 и ХГЧ не различались (рис. 1, табл. 2), что
согласуется с данными, полученными нами ранее при изучении ТП03 [11] и его
структурного аналога ТП4/2 [14]. У крыс с СД2 как базовые, так и стимулирован-
ные ЛГР-агонистами уровни тестостерона были снижены, что иллюстрируют бо-
лее низкие в сравнении с соответствующими контрольными группами значения
AUC0–300 и AUC0–5, представляющими собой интегрированную площадь под
кривой “концентрация тестостерона (нМ)–время обработки (минуты или дни)”
(табл. 2). Как и в контроле, стероидогенный эффект ХГЧ, оцениваемый по значе-
нию AUC0–300 в группе ДГ, в первый день обработки значительно превосходил та-
ковой ТП03 (табл. 2). В то же время на пятый день эффекты ХГЧ и ТП03 были со-
поставимыми, и значение AUC0–300 в группе ДГ превышало таковое в группе ДТ
лишь на 40% (рис. 1, табл. 2).

Лечение диабетических крыс метформином приводило к повышению базового
уровня тестостерона и усиливало стероидогенные эффекты ТП03 и ХГЧ в первый
день обработки (рис. 1, табл. 2). Различия между AUC0–300 для групп ДТ и ДМТ и
групп ДГ и ДМГ были статистически значимы (p < 0.05) (табл. 2). Со второго по пя-
тый день эффекты ТП03 и ХГЧ у диабетических крыс с лечением метформином и
без такового были сопоставимы (рис. 1). Так, различия в значениях AUC0–300 на
пятый день обработки между группами ДТ и ДМТ и группами ДГ и ДМГ не были
значимыми, а в случае AUC0–5 значимые различия сохранялись только между груп-
пами ДГ и ДМГ (табл. 2).

Таблица 1. Масса тела, гликемические показатели, уровни инсулина и тестостерона у кон-
трольных самцов крыс (К) и диабетических животных без лечения (Д) и с лечением метфор-
мином (ДМ)

* – различия с контролем статистически значимы при p < 0.05; # – различия между группами Д и ДМ ста-
тистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SD. n = 18.

Показатель К Д ДМ

Масса тела, г 337 ± 29 376 ± 38* 354 ± 34
Тощаковая глюкоза, мМ (до ГТТ) 4.3 ± 0.5 6.8 ± 0.9* 5.4 ± 0.7*#

Постпрандиальная глюкоза, мМ 
(через 120 мин после ГТТ)

5.2 ± 0.7 10.5 ± 2.0* 6.9 ± 1.3*#

HbA1c, % 4.5 ± 0.4 8.1 ± 1.5* 5.7 ± 1.1*#

AUC0–120 (ГТТ), усл.ед.* 985 ± 123 1448 ± 258* 1209 ± 185*#

Постпрандиальный инсулин, нг/мл 
(через 120 мин после ГТТ)

0.93 ± 0.23 1.46 ± 0.37* 1.05 ± 0.31*#

Тестостерон, нМ 13.0 ± 4.3 7.1 ± 2.8* 10.6 ± 3.0#
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Далее изучали влияние СД2, лечения метформином и обработки ТП03 и ХГЧ на
показатели сперматогенеза. При СД2 доля подвижных СП, в том числе их функци-
онально активных форм с поступательным прямолинейным движением, была ниже,
чем в контроле, в то время как доля дефектных форм СП была повышена (рис. 2).
Отмечалась тенденция к снижению общего количества эпидидимальных СП, хотя
различия между группами К0 и Д0 не были статистически значимыми. Лечение
метформином повышало общее число и подвижность СП, причем доля СП с по-
ступательным движением повышалась не только в сравнении с группой Д0, но и
с контролем (рис. 2). Обработка контрольных крыс с помощью ТП03 и ХГЧ по-
вышала долю СП с поступательным движением, а в случае ХГЧ также общее чис-
ло СП. Доля СП с поступательным движением, рассчитанное с учетом общего
числа СП, в группах КТ и КГ повышалось в сравнении с контролем без обработки
препаратами на 43 и 85% соответственно. У диабетических крыс ТП03 и ХГЧ также

Рис. 1. Динамика изменения уровня тестостерона на протяжении пятидневной обработки самцов кон-
трольных крыс (a), диабетических животных без лечения метформином (b) и с лечением метформином
(c) с помощью ТП03 (15 мг/кг) и ХГЧ (20 МЕ/крысу).
Обозначения: С0 – контроль, CT – контроль + ТП03, CG – контроль + ХГЧ, D0 – диабет, DT – диабет + ТП03,
DG – диабет + ХГЧ, DM0 – диабет + метформин, DMT – диабет + метформин + ТП03, DMG – диа-
бет + метформин + ХГЧ. Уровень тестостерона определяли ежедневно через три часа после введения
препарата. Данные представлены как M ± SD. n = 6.
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повышали долю подвижных СП, в том числе с поступательным движением (рис. 2).
Отмечалась тенденция к повышению общего числа СП в группе ДГ, но различия с
группой Д0 не были статистически значимыми. В группах ДМТ и ДМГ общее число
и доля подвижных СП в сравнении с группой ДМ0 не менялись (рис. 2). Получен-
ные данные указывают на повышение фертильности спермы при обработке кон-
трольных и диабетических крыс ТП03 и ХГЧ и диабетических крыс метформином,
но также свидетельствуют об отсутствии усиления стимулирующего эффекта ЛГР-
агонистов на сперматогенез у крыс, получавших метформиновую терапию.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В условиях длительного СД2 отмечается нарушение как стероидогенеза, так и
сперматогенеза, что приводит к репродуктивным дисфункциям и бесплодию, как
это продемонстрировано на грызунах с СД2 [8, 9, 26–28], так и у пациентов с этой
патологией [2, 29]. Полученные нами данные при изучении самцов крыс с СД2,
индуцированным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина, также
указывают на негативное влияние гипергликемии, нарушенной толерантности к
глюкозе, инсулиновой резистентности на андрогенный статус, число и подвиж-
ность СП, морфологию семенных канальцев [9].

Изучение стероидогенного эффекта ХГЧ, структурного и функционального го-
молога ЛГ, который является мощным стимулятором продукции тестостерона
клетками Лейдига [6], показало, что у диабетических крыс в сравнении с контроль-
ными животными этот эффект снижался (рис. 1, табл. 2), в то время как стимули-
рующее влияние гонадотропина на сперматогенез при СД2 не претерпевало суще-
ственных изменений (рис. 2). При этом на третий–пятый дни стероидогенный эф-
фект гонадотропина ослабевал как у контрольных, так и у диабетических крыс и
становился сопоставимым с таковым ТП03, который, в отличие от ХГЧ, стимули-
рует активность ЛГР посредством связывания с аллостерическим сайтом, располо-

Таблица 2. Значения AUC0–300, интегрированной площади под кривой “концентрация те-
стостерона (нМ)–время обработки (мин)”, для уровня тестостерона в первый и пятый дни
обработки, а также значения AUC0–5, интегрированной площади под кривой “концентрация
тестостерона (нМ)–время обработки (дни)”, для уровня тестостерона при пятидневной об-
работке с помощью ТП03 (15 мг/кг) и ХГЧ (20 МЕ/крысу) контрольных крыс и диабетиче-
ских животных с лечением метформином и без такового

a – различия между диабетическими группами (Д0, ДМ0) и контролем (К0); b – различия между группа-
ми Д0 и ДМ0; с – различия между группами без обработки (К0, Д0, ДМ0) и соответствующими группами
с обработкой ТП03 (КТ, ДТ, ДМТ) или ХГЧ (КГ, ДГ, ДМГ); d – различия между группами КТ и КГ, ДТ
и ДГ или ДМТ и ДМГ; e – различия между группами ДТ и ДМТ и между группами ДГ и ДМГ статисти-
чески значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SD. n = 6.

Группа Первый день, AUC0–300 
(усл. ед.)

Пятый день, AUC0–300 
(усл. ед.)

Пятидневная обработка, 
AUC0–5 (усл. ед.)

К0 58.0 ± 5.9 50.9 ± 5.7 52.2 ± 5.1
КТ 142.5 ± 12.4c 155.8 ± 14.4 c 177.4 ± 8.4 c

КГ 325.8 ± 23.2c, d 178.5 ± 14.7 c 242.9 ± 15.7c, d

Д0 35.9 ± 3.3a 30.5 ± 4.5 a 33.6 ± 4.1a

ДТ 73.4 ± 8.5c 107.8 ± 4.9 c 107.6 ± 7.7c

ДГ 210.1 ± 13.7c, d 151.4 ± 4.6c, d 165.6 ± 8.2c, d

ДМ0 50.6 ± 4.3b 48.4 ± 5.7b 47.8 ± 4.0b

ДМТ 113.0 ± 7.0c, e 112.6 ± 8.6c 117.6 ± 8.5c

ДМГ 269.2 ± 19.1c, d,e 149.8 ± 14.9c 188.3 ± 5.1c, d, e
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женным в трансмембранном домене рецептора [14, 16–18]. Важно отметить, что
стероидогенный эффект ТП03, в отличие от ХГЧ, не ослабевал в ходе пятидневно-
го введения, что может быть обусловлено как накоплением этого гидрофобного со-
единения в ткани семенников, так и особенностями его действия на ЛГР. Так, го-
надотропины связываются с внеклеточным доменом ЛГР, который подвергается
избыточному гликированию в условиях длительной гипергликемии и поврежде-
нию активными формами кислорода, в то время как аллостерический сайт, ми-
шень ТП03, менее доступен для таких воздействий. Кроме того, будучи гидрофоб-
ным соединением, ТП03 способен связываться не только с расположенными в
плазматической мембране ЛГР, но, проникая внутрь клетки, взаимодействовать с
еще “незрелыми” формами рецептора [18, 30]. В случае СД2 это представляется
особенно важным, так как сильно выраженные при диабетической патологии
окислительный стресс, воспаление и стресс эндоплазматического ретикулума на-
рушают посттрансляционный процессинг ЛГР и их транслокацию в мембрану, что
снижает число рецепторов на поверхности клеток-мишеней [9, 27].

Одним из наиболее широко и успешно используемых препаратов для лечения
СД2 является метформин, который не только улучшает метаболические и гормо-

Рис. 2. Эффекты пятидневной обработки самцов крыс с СД2 с помощью ТП03 (15 мг/кг) и ХГЧ (20 МЕ/кры-
су) на количество сперматозоидов (a), долю подвижных сперматозоидов (b), долю сперматозоидов с по-
ступательным прямолинейным движением (c) и долю сперматозоидов с морфологическими дефектами
хвоста и головки (d), и влияние на этот эффект лечения метформином.
Обозначения: С0 – контроль, CT – контроль + ТП03, CG – контроль + ХГЧ, D0 – диабет, DT – диа-
бет + ТП03, DG – диабет + ХГЧ, DM0 – диабет + метформин, DMT – диабет + метформин + ТП03,
DMG – диабет + метформин + ХГЧ.
a – различия между диабетическими группами (D0, DM0) и контролем (С0); b – различия между груп-

пами D0 и DM0; с – различия между группами без обработки (С, D, DM) и соответствующими группа-
ми с обработкой ТП03 (CT, DT, DMT) или ХГЧ (CG, DG, DMG) статистически значимы при p < 0.05.
Данные представлены как M ± SD. n = 6.
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нальные показатели, но и частично восстанавливает репродуктивные функции [8,
19, 27, 31]. Предпринятое нами лечение диабетических самцов крыс метформином
(4 нед., 120 мг/кг/сутки) не только нормализовало глюкозный гомеостаз, толерант-
ность к глюкозе и уровень инсулина, но частично восстанавливало показатели сте-
роидогенеза и сперматогенеза. Так, в группе ДМ0 отмечали повышение сниженно-
го при СД2 уровня базового тестостерона (табл. 1), восстановление до контроль-
ных значений числа эпидидимальных СП, доли их подвижных форм, в том числе с
поступательным прямолинейным движением (рис. 2). Эти данные хорошо согласу-
ются с данными, полученными ранее нами и другими авторами, о восстанавливаю-
щем эффекте метформиновой терапии на тестикулярную функцию у грызунов с
различными моделями СД [8, 9, 19, 21, 22, 27, 31].

Поскольку при СД2 метформиновая терапия восстанавливает метаболические и
гормональные показатели, а также улучшает функционирование гонадной оси, то
нами была выдвинута гипотеза, что такая терапия будет усиливать стимулирующие
эффекты ЛГР-агонистов на тестикулярный стероидогенез и сперматогенез. Эта ги-
потеза базировалась на выявленном нами ранее усиливающем эффекте метформи-
новой терапии на стероидогенные эффекты ХГЧ при однократном его введении
диабетическим крысам [9].

Нами показано, что лечение диабетических крыс метформином усиливает сте-
роидогенный эффект ТП03 и ХГЧ в первый день обработки (рис. 1). Во второй
день в группах ДМТ и ДМГ отмечалась тенденция к усилению эффектов ТП03 и
ХГЧ, но различия с группами ДТ и ДГ уже не были статистически значимыми. Од-
нако в дальнейшем потенцирующее влияние метформиновой терапии на эффекты
ЛГР-агонистов исчезало (рис. 1, 2). Тем самым, усиливая стимулирующие продук-
цию тестостерона эффекты различных по механизму действия агонистов ЛГР при
их однократном введении, метформиновая терапия не влияет на эти эффекты при
длительном введении препаратов. Довольно неожиданное угасание потенцирую-
щего эффекта метформиновой терапии на стероидогенные эффекты ТП03 и ХГЧ
может быть обусловлено следующими причинами.

Метформин является стимулятором фермента АМФК, ключевого энергетиче-
ского сенсора клетки, функциональная активность которого при диабетической
патологии в большинстве тканей, включая семенники, снижается [32, 33]. Мет-
форминовая терапия нормализует активность АМФК, что является одной из при-
чин восстановления стероидогенеза в группе ДМ0 и потенцирования ответа тести-
кулярных клеток на однократное введение ТП03 и ХГЧ в группах ДМТ и ДМГ
(рис. 1, табл. 2). В то же время при длительном влиянии агонистов ЛГР на стерои-
догенез, в результате перманентной активации АМФК метформином, вероятно,
запускаются механизмы, препятствующие потенцированию стероидогенного эф-
фекта ТП03 и ХГЧ. Это может быть обусловлено негативным влиянием метфор-
мин-активированной АМФК на экспрессию и активность белков стероидогенеза
[34–37]. Так, в экспериментах с клетками гранулезы цыплят-бройлеров показано,
что повышение активности АМФК ассоциировано со снижением экспрессии ге-
нов, кодирующих транспортный белок StAR, цитохром CYP11A1 и дегидрогеназу
HSD3B, результатом чего является снижение синтеза прогестерона [38]. В лютеи-
низированных клетках гранулезы человека стимуляция АМФК агонистом адипо-
нектина ингибирует цАМФ-зависимые каскады, снижая экспрессию ароматазы и
продукцию эстрогенов [39]. В лютеальных клетках гиперактивация АМФК также
подавляет стероидогенез, но не посредством подавления цАМФ-сигналинга и сни-
жения экспрессии стероидогенных генов, а путем ингибирования гормоночув-
ствительной липазы HSL [40]. Этот фермент гидролизует сложные эфиры холесте-
рина, которые накапливаются в липидных каплях внутри клетки, и, тем самым, де-
лает холестерин доступным для транспорта в митохондрии, где осуществляются



1417ВЛИЯНИЕ МЕТФОРМИНОВОЙ ТЕРАПИИ

начальные стадии стероидогенеза. Необходимо отметить, что ЛГ подавляет актив-
ность АМФК в лютеальных клетках, предотвращая его негативное влияние на сте-
роидогенез [41]. Постоянная стимуляция АМФК метформином в ходе четырехне-
дельной терапии, тем самым, может быть сдерживающим фактором, препятствую-
щим потенцированию стероидогенного эффекта ХГЧ и ТП03.

Метформиновая терапия, как показано нами в проведенном исследовании, на-
ряду с улучшением тестикулярного стероидогенеза, нормализует сперматогенез,
приближая оцениваемые параметры к их значениям в контроле, а в случае СП с
поступательным прямолинейным движением их количество даже превышает тако-
вое в контроле (рис. 2). Эти данные согласуются с результатами, полученными ра-
нее нами и другими авторами, о восстановлении сперматогенной функции и мор-
фологии семенных канальцев у грызунов с различными моделями СД при их лече-
нии метформином [8, 9, 21, 27]. Ключевую роль здесь играет восстановление
нарушенной при СД полярности клеток Сертоли и их плотных соединений, опре-
деляющих целостность гематотестикулярного барьера и нормальное протекание
сперматогенеза [36, 42]. При этом на фоне нормализации процесса сперматогенеза
метформином, дополнительная стимуляция сперматогенеза при обработке диабе-
тических крыс ТП03 и ХГЧ в группах ДМТ и ДМГ не была выявлена (рис. 2). Веро-
ятно, это обусловлено тем, что ресурс восстановления сперматогенеза в условиях
метформиновой терапии полностью исчерпан и его показатели не отличаются или
даже превышают таковые в контроле (рис. 2).

Таким образом, лечение метформином самцов крыс с СД2, индуцированным
высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина, улучшает у них тестику-
лярный стероидогенез и нормализует сперматогенез, нарушенные в условиях диа-
бетической патологии. Впервые установлено, что лечение метформином усиливает
стероидогенные эффекты ЛГР-агонистов, взаимодействующих как с аллостериче-
ским (ТП03), так и с ортостерическим (ХГЧ) сайтами рецептора, но только в пер-
вый день введения препаратов. В дальнейшем потенцирующий эффект метформи-
новой терапии не выявляется, что может быть обусловлено негативным влиянием
активируемых метформином АМФК-зависимых путей в клетках Лейдига на стеро-
идогенные каскады. Как метформин, так и агонисты ЛГР восстанавливают спер-
матогенез, причем показатели сперматогенеза в группах с лечением метформином,
ТП03 и ХГЧ в отдельности сопоставимы с таковыми при совместном применении
метформина и ЛГР-агонистов. На основании полученных данных сделан вывод,
что длительное комбинированное применение метформина и агонистов ЛГР при
СД2 не приводит к усилению их восстанавливающего эффекта на андрогенный
статус и фертильность, но способно повысить стероидогенный эффект гонадотро-
пина и ТП03 при однократном их введении.
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The Effect of Metformin Therapy on Luteinizing Hormone Receptor Agonists-Induced 
Stimulation of Testosterone Production and Spermatogenesis in Diabetic Rats

A. A. Bakhtyukova, K. V. Derkacha, A. M. Stepochkinaa, V. N. Sorokoumova, b,
L. V. Bayunovaa, I. A. Lebedev, and A. O. Shpakova, *

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

b Saint Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
*e-mail: alex_shpakov@list.ru

The restoration of the functions of the male reproductive system in type 2 diabetes melli-
tus (DM2) is one of the urgent problems of modern endocrinology. For this, both the
drugs that improve glucose homeostasis and insulin sensitivity, primarily metformin,
and the activators of luteinizing hormone receptor (LHR), such as human chorionic go-
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nadotropin (hCG) and low-molecular-weight allosteric agonists of LHR, can be used.
The aim of the work was to study the effect of metformin therapy (4 weeks,
120 mg/kg/day) on the stimulating steroidogenesis and spermatogenesis effects induced
by 5-day administration of 5-amino-N-tert-butyl-2-(methylsulfanyl)-4-(3-(nicotinami-
do)phenyl)thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (TP03), an allosteric LHR agonist
(15 mg/kg/day), and hCG (20 IU/rat/day) to male Wistar rats with DM2. The DM2 was
induced by a high-fat diet and a low-dose streptozotocin (25 mg/kg). Metformin treat-
ment partially restored testosterone levels and normalized spermatogenesis in DM2 rats.
On the first day, metformin treatment enhanced the steroidogenic effects of TP03 and
hCG, but on the following days its potentiating effect was not detected. After five days of
treatment of diabetic rats with TP03 and hCG, the number of epididymal spermatozoa
was restored, including those with progressive motility, and the proportion of the defec-
tive forms of spermatozoa was decreased. Spermatogenesis rates when treated with met-
formin or LHR agonists separately were comparable to those when they were used to-
gether. Thus, metformin therapy enhances the production of testosterone induced by
TP03 and hCG on the first day of treatment with these drugs, but subsequently the ste-
roidogenic and spermatogenic effects of LHR agonists in the groups of diabetic rats with
and without metformin treatment did not differ significantly.

Keywords: steroidogenesis, spermatogenesis, type 2 diabetes mellitus, metformin, chori-
onic gonadotropin, thienopyrimidine, testosterone
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