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При сахарном диабете 1-го типа (СД1) синтез тестостерона в семенниках нару-

шается, что ведет к андрогенной недостаточности и нарушению сперматогенеза.

Длительное использование высоких доз гонадотропинов для их коррекции при-

водит к снижению чувствительности рецептора лютеинизирующего гормона/хо-

рионического гонадотропина человека (ЛГ/ХГЧ) в клетках Лейдига. Целью ра-

боты было изучить влияние трехдневной обработки самцов крыс Вистар с СД1,

вызванным стрептозотоцином (45 мг/кг), с помощью аллостерического агониста

рецептора ЛГ/ХГЧ 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-4-(3-(никоти-

намидо)фенил)тиено[2,3-d] пиримидин-6-карбоксамида (ТП03, 15 мг/кг в сутки) на

эффекты относительно низкой дозы ХГЧ (10 МЕ/крысу, однократно, п/к) на

уровень тестостерона в крови, экспрессию генов стероидогенеза и морфометри-

ческие показатели семенных канальцев. Предобработка СД1-крыс ТП03 усили-

вала стимулирующий эффект ХГЧ на уровень тестостерона в крови. Причиной

подобного эффекта с одной стороны является усиление стероидогенеза за счет

повышения экспрессии гена Cyp11a1, кодирующего фермент цитохром P450scc,

ответственный за первый этап синтеза тестостерона, а с другой стороны – улуч-

шение тестикулярной чувствительности к гонадотропинам за счет повышения

содержания рецептора ЛГ/ХГЧ в семенниках СД1-крыс. Кроме того, предобра-

ботка ТП03 с последующей стимуляцией ХГЧ демонстрировала более выражен-

ное улучшение морфометрических показателей семенных канальцев по сравне-

нию с группами, получавшими только ТП03 или ХГЧ. Тем самым, ТП03 позво-

ляет повысить эффективность стероидогенного эффекта ХГЧ и снизить дозу

гонадотропина, компенсирующую андрогенную недостаточность при диабете.
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Сахарный диабет 1-го типа (СД1) приводит к нарушению метаболизма и множе-

ства физиологических функций, затрагивая почти все системы организма. Одним

из ключевых направлений в клинической эндокринологии является изучение на-

рушений у мужчин-пациентов с СД1, возникающих в гипоталамо-гипофизарно-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тестикулярной оси и приводящих к андрогенной недостаточности. Мощным триг-

гером к появлению таких нарушений являются гипергликемия, инсулиновая рези-

стентность и воспалительные процессы [1]. В условиях СД1 снижается синтез те-

стостерона тестикулярными клетками Лейдига и нарушается процесс созревания

сперматозоидов, что ведет к снижению фертильности [2, 3]. У крыс с СД1 снижается

экспрессия и количество белка StAR (Steroidogenic acute regulatory protein, ген Star),

ответственного за транспорт холестерина в митохондрии, где осуществляется пер-

вые стадии тестикулярного стероидогенеза. При СД1 в семенниках снижаются

экспрессия и активность ферментов – цитохрома Р450scc, катализирующего пре-

вращение холестерина в прегненолон (ген Cyp11a1), и цитохрома P450c17, превращаю-

щего прогестерон в 17-ОН-прогестерон и далее в андростендион (ген Cyp17a1), что

приводит к дефициту тестостерона [4, 5]. Не менее фатальными для функциониро-

вания репродуктивной системы при СД1 являются изменения морфологии семен-

ных канальцев семенников, которые выражаются в уменьшении толщины герми-

нативного эпителия семенных канальцев, а также значительное снижение количе-

ства сперматогенных клеток, что ведет к тяжелым нарушениям сперматогенеза [6, 7].

Длительное применение высоких доз препаратов гонадотропинов, хориониче-

ского гонадотропина человека (ХГЧ) и лютеинизирующего гормона (ЛГ) снижает

чувствительность клеток Лейдига к эндогенному ЛГ, следствием чего является зна-

чимое снижение продукции тестостерона после окончания лечения [8]. Альтерна-

тивой гонадотропинам являются низкомолекулярные аллостерические агонисты

рецептора ЛГ/ХГЧ, созданные на основе тиено[2,3-d]-пиримидина, которые взаи-

модействуют с аллостерическим сайтом, локализованным в трансмембранном до-

мене рецептора. Показана способность ряда соединений, в том числе одного из

наиболее активных и селективных, Org 43553, активировать рецептор ЛГ/ХГЧ и

стимулировать синтез тестостерона у самцов крыс [9]. Нами ранее разработана серия

производных тиено[2,3-d]-пиримидина, в том числе наиболее активные из них – со-

единения ТП03 и ТП04, которые с высокой эффективностью стимулировали те-

стикулярный стероидогенез при парентеральном и пероральном способах введения

[10]. В отличие от гонадотропинов, они не снижали ответ клеток Лейдига на эндо-

генный ЛГ [11, 12]. Наряду с этим, соединения ТП03 и ТП04 стимулировали тести-

кулярный стероидогенез у самцов крыс со стрептозотоциновым диабетом [11–13].

Имеются данные о способности тиено[2,3-d]-пиримидиновых производных функ-

ционировать как низкомолекулярные шапероны, которые активируют рецепторы

ЛГ/ХГЧ внутри клетки и(или) облегчают транслокацию мутантных и неправильно

свернутых рецепторов к плазматической мембране [14]. На основании этого мож-

но предположить, что предобработка животных тиено[2,3-d]-пиримидиновыми

производными будет усиливать действие гонадотропинов, снижая их эффектив-

ную дозу, причем в наибольшей степени этот эффект будет выявляться в условиях

патологических изменений в семенниках, в том числе при СД1.

Целью работы было изучить эффект трехдневной предобработки самцов крыс с

СД1 с помощью 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-4-(3-(никотинами-

до)фенил)тиено[2,3-d] пиримидин-6-карбоксамида (ТП03), низкомолекулярного

агониста рецептора ЛГ/ХГЧ и однократно вводимого животным ХГЧ на (1) стеро-

идогенные эффекты, которые оценивали по уровню тестостерона в крови и по экс-

прессии тестикулярных генов, кодирующих ферменты, участвующие в синтезе те-

стостерона, (2) на уровень рецептора ЛГ/ХГЧ и его генную экспрессии, а также

(3) на морфометрические показатели семенных канальцев. В качестве модели сред-

него по тяжести СД1 был выбран стрептозотоциновый диабет, индуцированный вве-

дением половозрелым самцам крыс средней дозы стрептозотоцина (45 мг/кг).
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование сахарного диабета 1-го типа и схема эксперимента. Для экспери-

ментов использовали половозрелых (3 месяца) самцов крыс Вистар, которые со-

держались в стандартных условиях вивария со свободным доступом к воде и корму.

Все процедуры осуществляли в строгом соответствии с требованиями Комитета по

биоэтике Института эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова

РАН (протокол № 7-3/2020), “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” и

European Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC).

СД1 вызывали инъекцией стрептозотоцина (СТЗ) в дозе 45 мг/кг (в/б, в 0.1 M

цитратном буфере, pH 4.5) самцам крыс. Контрольные животные того же возраста

получали только буфер. Эффективность развития СД1 оценивали через 10 дней по

уровню глюкозы в крови через 2 ч после потребления стандартной кормовой смеси,

отбирая животных с уровнем глюкозы выше 15 мМ. Для определения уровня глю-

козы использовали глюкометр и тест-полоски “One-Touch Select Ultra” (“LifeScan”,

США). Через 30 дней после индукции СД1 крыс распределяли на группы (в каждой

n = 5). Животные из групп “СД1+ТП03-1Д” и “СД1+ТП03-3Д” были обработаны с

помощью ТП03, который синтезировали, как описано ранее [13]. ТП03 растворяли

в диметилсульфоксиде (ДМСО) и вводили крысам в дозе 15 мг/кг/сутки (в/б) в те-

чение одного или трех дней соответственно. Другие группы обрабатывали следую-

щим образом: “Контроль” и “СД1” – ДМСО (300 мкл, в/б), “СД1 + ХГЧ-1Д” –

ХГЧ (“Московский эндокринный завод”, Россия) однократно, в дозе 10 МЕ/крысу (п/к),

“СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” – ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б, в течение трех дней) и ХГЧ

(10 МЕ/крысу, п/к, однократно, на третий день эксперимента, через 30 мин после

инъекции ТП03). Дозы препаратов ТП03 и ХГЧ были выбраны на основе ре-

зультатов предварительных экспериментов. Доза ХГЧ была в два раза ниже той

дозы (20 МЕ/крысу), при которой достигался 70%-ный стероидогенный эффект

гонадотропина. Образцы плазмы получали из цельной крови, взятой из хвостовой

вены крыс в первый (до и через 1, 3 и 5 ч после введения ТП03 или ДМСО) и в тре-

тий дни эксперимента (до введения препаратов, через 2 и 3.5 ч после введения

ТП03 или ДМСО, или соответственно через 1.5 и 3 ч после введения ХГЧ). Образ-

цы тканей семенников забирали после декапитации животных, которая осуществ-

лялась под наркозом (хлоральгидрат, 400 мг/кг, в/б).

Морфологические показатели семенников крыс. Образцы тканей семенников

фиксировали в течение 48 ч (4°С) в 4%-ном растворе параформальдегида, затем

промывали 0.9%-ным натрий-фосфатным буфером (PBS) и погружали в PBS, со-

держащий 30% сахарозы. Далее ткани семенников замораживали на сухом льду с

использованием среды Tissue-Tek (“Sacura Finetek Europe”, Нидерланды). Серии

поперечных срезов (толщина 6 мкм) готовили с помощью криостата Leica CM-1520

(“Leica Biosystems”, Германия) и монтировали на стеклах SuperFrost/plus (“Menzel”,

Германия). Срезы из разных экспериментальных групп помещали на одно и то же

стекло, сушили на воздухе в течение ночи, а затем использовали для гистологиче-

ского и иммуногистохимического анализа.

Для изучения морфологии семенных канальцев срезы семенников обрабатыва-

ли 50%-ным этанолом в течение 15 мин, промывали дистиллированной водой и

окрашивали гематоксилином Малера по стандартной методике. Затем срезы снова

промывали дистиллированной водой и помещали под покровное стекло с глицери-

ном. На каждом срезе было проанализировано 10 семенных канальцев.

Иммуноферментный и иммуногистохимический анализ. Уровень тестостерона в

образцах плазмы крови крыс определяли с помощью иммуноферментного анализа

(“ИФА-Тестостерон”, “Алкор-Био”, Россия). Свежеприготовленные срезы семен-

ников промывали PBS, обрабатывали 0.6%-ной перекисью водорода в PBS в тече-
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ние 30 мин для блокирования активности эндогенной пероксидазы, далее промы-

вали PBS в течение 10 мин, а затем PBS, содержащим 0.1% Triton X-100 (PBST) в те-

чение 20 мин. Затем срезы инкубировали в течение 1 ч в блокирующем растворе

(5%-ная козья сыворотка в PBST). Инкубацию с первичными поликлональными

кроличьими антителами к ЛГР (“LSBio”, США) проводили в 1%-ном блокирую-

щем растворе в разведении 1 : 1000 в течение ночи (22°С). После промывки PBST

(40 мин) срезы инкубировали в течение 1 ч в PBST с биотин-конъюгированными

вторичными антикроличьими IgG-антителами козы (“VectorLabs”, Великобрита-

ния) в разведении 1 : 600, затем промывали PBS в течение 30 мин и инкубировали в

растворе стрептавидин-пероксидазы (“Sigma-Aldrich”, США) в PBS в разведении

1 : 1000 в течение 1 ч. После промывки в PBS срезы обрабатывали 0.05%-ным диа-

минобензидином (“Sigma-Aldrich”, США) и 0.03%-ной перекисью водорода в PBS.

Реакцию останавливали промывкой дистиллированной водой, после чего срезы

помещали под покровное стекло с глицерином. Специфичность иммуногистохи-

мической реакции проверяли с использованием отрицательного контроля (образ-

цы без первичных или вторичных антител). Микрофотографии (по 20 для каждого

животного) с разных уровней семенников получали с помощью микроскопа Carl

Zeiss Imager A1, объектив ×20 (“Carl Zeiss”, Германия) с использованием одинако-

вых оптических характеристик для разных групп животных. Оптическую плот-

ность количественно определяли с помощью программного обеспечения Image J

NIH Analysis (“National Institutes of Health”, США). На каждой микрофотографии

анализировали 5 участков с клетками и оценивали оптическую плотность ЛГР-им-

мунопозитивного материала, выраженную в арбитражных единицах.

Анализ генной экспрессии. Для анализа экспрессии генов из семенников выделя-

ли тотальную РНК с помощью реагента “ExtractRNA” (“Евроген”, Россия), затем

получали кДНК с помощью реакции обратной транскрипции (“MMLV RT Kit”,

“Евроген”, Россия). ПЦР в реальном времени осуществляли с помощью амплифи-

катора “Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System” (“Life Technologies, Ther-

mo Fisher Scientific Inc.”, США) в смеси, содержащей кДНК, 0.4 мкМ прямого и

обратного специфичных праймеров, реагент “qPCR-HS SYBR + Low ROX” (“Ев-

роген”, Россия). В работе использовали ранее описанные последовательности ком-

плементарных прямого и обратного праймеров для генов крысы Lhr, Star, Cyp11a1 и

Cyp17a1, а также Actb, используемого в качестве референсного гена [12, 13].

Статистическая обработка результатов. Статистическую обработку данных осу-

ществляли с помощью критерия Крускала–Уоллиса с дальнейшим использовани-

ем апостериорного критерия Дана для попарного сравнения групп, используя па-

кет программ GraphPad Prism 8 (версия 8.0.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика диабетической модели и развитие андрогенной недостаточности.
Крысы с СД1 демонстрировали сильно выраженную гипергликемию через 2 ч по-

сле потребления пищи (“СД1” – 21.2 ± 3.9 мМ, “Контроль” – 6.3 ± 0.4 мМ, p < 0.05) и

снижение массы тела (“СД1” – 241 ± 20 г, ‘Контроль” – 327 ± 18 г, p < 0.05).

У самцов крыс с СД1 был снижен базовый уровень тестостерона в крови – до 38.7–

45.0% от такового в контроле, что свидетельствует о развитии андрогенной недо-

статочности (Табл. 1, А). В семенниках диабетических крыс экспрессия генов Star,

Cyp11a1 и Cyp17a1, кодирующих белок StAR и цитохромы P450scc и P450c17, была

снижена соответственно до 30.0, 30.0 и 34.4% от ее уровня в контроле (рис. 1). При

изучении относительного уровня мРНК гена Lhr, кодирующего рецептор ЛГ/ХГЧ

в семенниках крыс с СД1, отличий выявлено не было. Однако при иммуногистохи-

мическом анализе рецептора ЛГ/ХГЧ было показано снижение уровня белка для
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этого рецептора на 18% относительно контроля (рис. 2). Гистологический анализ

тканей семенников СД1-крыс показал уменьшение высоты герминативного эпите-

лия семенных канальцев на 15.5%, а количества сперматогониев и пахитеновых

сперматоцитов на 10.1 и 11.1% соответственно (табл. 2). Таким образом, у самцов с

экспериментальным СД1 наряду с метаболическими нарушениями наблюдались

значительное ослабление стероидогенеза и сперматогенеза.

Эффекты агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ на стероидогенез и сперматогенез СД1-крыс.
Аллостерический агонист рецептора ЛГ/ХГЧ ТП03 через 3 ч после однократного

введения стимулировал повышение уровня тестостерона у СД1-крыс на 347%

(табл. 1, А). Однократная обработка ХГЧ приводила к повышению уровня тесто-

стерона на 890% через 3 ч после введения. Трехдневная обработка крыс с помощью

ТП03 восстанавливала уровень тестостерона до контрольных значений (табл. 1, Б).

Введение ХГЧ крысам, которые получали ТП03 в течение трех дней, приводило к

повышению уровня тестостерона на 1125% уже через 1.5 ч после инъекции гонадо-

Таблица 1. Уровни тестостерона в крови крыс с СД1 при однократном введении им ТП03, ал-
лостерического агониста рецептора ЛГ/ХГЧ (А), а также в условиях трехдневной обработки
животных ТП03, в том числе в сочетании с однократно вводимым ХГЧ (Б).

A. ТП03 или его растворитель ДМСО вводили в 11.00, образцы крови забирали в 10.00 (до введения, точка
“0”) и через 1, 3 и 5 ч после введения. Уровень тестостерона измеряли в плазме крови крыс (нмоль/л).
Б. ТП03 или его растворитель ДМСО вводили в 11.00, ХГЧ – через 30 мин после инъекции ТП03 или
ДМСО. Образцы крови забирали в 10.00 (до введения, точка “0”) и через 2 и 3.5 ч после введения ТП03.
a
 – отличия от группы "Контроль”, 

b
 – от группы “СД1" статистически значимы при p < 0.05, данные

представлены как медиана, максимальное и минимальное значение, n = 5.

A. Однократное введение ТП03 самцам крыс с СД1

Группа/время (ч) 0 1 3 5

“Контроль” 12.70 (10.94 –17.98) 17.11 (10.99–25.27) 13.43 (6.55–16.91) 13.25 (6.88–17.29)

“СД1" 5.72 (3.55–9.29)a 7.02 (1.89–12.43) a 4.52 (3.14–9.88)a 5.13 (4.23–11.67)a

“СД1 + ТП03” 6.12 (4.45–7.69)a 12.37 (10.06–27.88) 20.20 (13.08 ̶–30.01)b 11.88 (8.72–22.22)

Б. Уровни тестостерона в крови крыс на третий день их обработки ТП03 или ДМСО и однократной стимуляции ХГЧ

Группа/время (ч) 0 2 3.5

“Контроль” 13.54 (8.51–15.73) 15.24 (10.69–16.55) 9.93 (8.67–17.09)

“СД1” 5.70 (2.79–9.07)a 3.44 (2.96–5.38)a 3.72 (2.55–7.45)a

“СД1 + ТП03-3Д” 9.79 (7.00–12.76) 16.13 (12.64–31.37) 18.06 (13.58–39.09)

“СД1 + ХГЧ-1Д” 6.54 (2.81–12.49)a 18.30 (4.08–29.26) 36.81 (24.39–71.37)b

“СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” 5.47 (4.76–11.39)a 43.00 (27.37–58.71)ab 47.01 (41.79–77.82)ab

Таблица 2. Эффекты однократного введения ТП03 и ХГЧ, а также трехдневной обработки
ТП03 с последующей однократной стимуляцией ХГЧ на высоту эпителия семенных каналь-
цев, количество сперматогониев и пахитеновых сперматоцитов в семенниках СД1-крыс.

a
 – отличия от группы “Контроль”, 

b
 – от группы “СД1”, 

c
 – от группы “СД1 + ТП03-3Д”, 

d
 – от группы

“СД1 + ХГЧ-1Д” статистически значимы при p < 0.05, данные представлены как медиана, максимальное
и минимальное значение, n = 50.

Высота эпителия, мкм
Количество

сперматогониев
Количество пахитеновых 

сперматоцитов

“Контроль” 71.0 (57.5 –83.0) 64.5 (55.0–77.0) 58.50 (44.0–69.0)

“СД1” 60.7 (50.0–74.5)a 58.5 (45.0–71.0)a 52.0 (42.0–60.0)a

“СД1 + ТП03-1Д” 68.0 (52.0 –82.0)ab 63.0 (42.0–71.0)ab 53.5 (43.0–67.0)a

“СД1 + ХГЧ-1Д” 67.5 (52.5–78.0)ab 61.5 (48.0–82.0)ab 53.0 (34.0–65.0)a

“СД1 + ТП03-3Д” 67.0 (52.0–80.0)ab 60.5 (51.0–69.0)a 54.5 (39.0–64.0)a

“СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” 68.0 (56.5–81.0)ab 66.0 (44.0–85.0)bcd 56.5 (37.0 –72.0)b
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тропина. Через 3 ч после введения ХГЧ (3.5 ч после последней инъекции ТП03) уро-

вень тестостерона в этой группе был на 1163% выше, чем в группе “СД1” (табл. 1, Б).

При этом у животных в группах “СД1 + ХГЧ-1Д” и “СД1 + ТП03-3Д” уровень те-

стостерона хоть и имел тенденцию к повышению, но не достигал достоверных раз-

личий через 1.5 ч после введения ХГЧ и 2 ч после введения ТП03.

Изучение экспрессии генов, вовлеченных в регуляцию тестикулярного стерои-

догенеза у диабетических крыс показало, что однократные инъекции ТП03 и ХГЧ

повышали экспрессию генов Star на 42.4 и 42.7% и Cyp17a1 на 35.9 и 59.2% соответ-

ственно. Кроме того, в ответ на однократное введение ХГЧ экспрессия Cyp11a1 по-

вышалась на 45.2% (рис. 1). Трехдневное введение ТП03 оказывало менее выражен-

ный эффект на экспрессию генов Star, Cyp11a1 и Cyp17a1 по сравнению с однократной

стимуляцией ТП03 или ХГЧ. Введение ХГЧ крысам с СД1, обработанных ТП03, уси-

Рис. 1. Экспрессия генов Lhr (a), Star (b), Cyp11a1 (c) и Cyp17a1 (d) в семенниках самцов крыс с СД1 при

однократном введении им ТП03 или ХГЧ, а также в условиях трехдневной обработки ТП03, в том числе

в сочетании с однократно вводимым ХГЧ.

Ткани семенников были взяты через 3.5 ч после введения ТП03 (соответственно через 3 ч после введе-

ния ХГЧ) в последний день эксперимента. 1 – “Контроль” (ДМСО, в/б), 2 – “СД1” (ДМСО, в/б), 3 –

“СД1 + ТП03-1Д”, однократное введение ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б), 4 – “СД1 + ХГЧ-1Д”, однократ-

ное введение ХГЧ (10 МЕ/крысу, п/к), 5 – “СД1 + ТП03-3Д”, введение ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б) в те-

чение трех дней, 6 – “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” введение ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б) в течение трех дней и

однократное введение ХГЧ (10 МЕ/крысу, п/к) на третий день эксперимента. Экспрессия генов норми-

рована относительно референсного гена (Actb). 
a
 – отличия от группы “Контроль”, 

b
 – от группы “СД1”,

c
 – от группы “СД1+ТП03-3Д”, 

d
 – от группы “СД1 + ХГЧ-1Д” статистически значимы при p < 0.05,

данные представлены как медиана, 25 и 75 процентиль (“бокс”), минимальное и максимальное зна-

чение (“усы”), n = 5.
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ливало эффект на экспрессию Cyp11a1 по сравнению с группой “СД1 + ТП03-3Д”, но

при этом значение генной экспрессии были сопоставимы с таковым одного ХГЧ.

Эффекты стимуляции ХГЧ на фоне предобработки ТП03 оказывали сопоставимое

влияние на экспрессию гена Cyp17a1 в сравнении с группой, обработанной ТП03,

но без ХГЧ (рис. 1).

Однократное введение ТП03 и ХГЧ СД1-крысам приводило к восстановлению

некоторых морфологических характеристик семенных канальцев, сниженных при

СД1, практически до их показателей в контроле. Высота герминативного эпителия

увеличилась на 11 и 10% соответственно, а количество сперматогониев повыша-

лось на 7.2 и 5% под действием агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ (табл. 2). Трехдневное

введение ТП03 СД1-крысам повлияло лишь на высоту эпителия семенников, ко-

торая увеличилась на 10%. Предобработка крыс ТП03 и дальнейшая однократная

стимуляция с помощью ХГЧ привели к значительному улучшению морфологиче-

ских характеристик семенных канальцев у диабетических крыс, что выражалось в

повышении количества пахитеновых сперматоцитов на 8% по сравнению с груп-

пой “СД1”. Количество сперматогониев в группе “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” увели-

чилось на 11% и было достоверно выше соответствующих значений в группах с

трехдневным введением ТП03 и однократным введением ХГЧ. Наравне с этим, вы-

сота герминативного эпителия в семенных канальцах в группе с предобработкой

ТП03 увеличилась на 11%, что было сопоставимо с подобными значениями в груп-

пах “СД1 + ХГЧ-1Д” и “СД1 + ТП03-3Д” (табл. 2).

Эффекты ТП03 и ХГЧ на экспрессию и клеточное содержание рецептора ЛГ/ХГЧ.
При изучении эффектов ТП03 и ХГЧ на стероидогенез в клетках Лейдига, было

Рис. 2. Изменение оптической плотности иммунофлуоресценции рецептора ЛГ/ХГЧ в семенниках

СД1-крыс в ходе предобработки ТП03 и однократной стимуляцией ХГЧ.

1 – “Контроль” (ДМСО, в/б), 2 – “СД1” (ДМСО, в/б), 3 – “СД1 + ТП03-1Д”, однократное введение

ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б), 4 – “СД1 + ХГЧ-1Д”, однократное введение ХГЧ (10 МЕ/крысу, п/к), 5 –

“СД1 + ТП03-3Д”, введение ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б) в течение трех дней, 6 – “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” вве-

дение ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б) в течение трех дней и однократное введение ХГЧ (10 МЕ/крысу, п/к)

на третий день эксперимента. 
a
 – отличия от группы “Контроль”, 

b
 – от группы “СД1”, 

c
 – от группы

“СД1 + ТП03-3Д”, 
d

 – от группы “СД1 + ХГЧ-1Д” статистически значимы при p < 0.05, данные пред-

ставлены как медиана, 25 и 75 процентиль (“бокс”), минимальное и максимальное значение (“усы”), n = 50.
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также исследовано их влияние на экспрессию Lhr, гена, кодирующего рецептор

ЛГ/ХГЧ. Было показано, что однократное введение ТП03 приводит к повышению

генной экспрессии рецептора ЛГ/ХГЧ на 41.5%. При этом трехдневная обработка

СД1-крыс ТП03 и их дальнейшая стимуляция с помощью ХГЧ не вызывали такого

выраженного повышения экспрессии гена Lhr (рис. 1). При иммуногистохимиче-

ском исследовании тканей семенников было показано повышение уровня рецеп-

тора ЛГ/ХГЧ в группе “СД1 + ТП03-1Д” на 17% по сравнению с группой “СД1”. Содер-

жание рецептора ЛГ/ХГЧ в группах “СД1 + ТП03-3Д” и “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” уве-

личивалось на 15 и 13% соответственно по сравнению с группой “СД1” (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нарушение тестикулярного стероидогенеза и сперматогенеза являются частыми

спутниками диабетической патологии, что подтверждено многочисленными ис-

следованиями как на моделях животных, так и клиническими данными, получен-

ными на человеке [1–3, 15–18]. Гипергликемия, инсулиновая резистентность, вос-

палительные процессы, нарушения процессинга и посттрансляционных модифи-

каций белков при СД1 являются главными причинами дисфункций мужской

репродуктивной системы [1]. Одним из основных показателей, характеризующих

ослабление работы гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси при диабетической па-

тологии является снижение уровня тестостерона в крови. В использованной нами

модели стрептозотоцинового СД1 при оценке динамики суточного изменения

уровня гормона снижение уровня тестостерона в крови крыс находилось в преде-

лах 38.7–45.0%, что определяет релевантность использования данной модели для

изучения андрогенного дефицита, вызванного СД (табл. 1, А). Снижение уровня

тестостерона в крови является следствием нарушений процессов стероидогенеза,

которые протекают преимущественно в клетках Лейдига семенников. Основными

причинами андрогенного дефицита при экспериментальном СД являются гиперг-

ликемия, окислительный стресс и воспалительные процессы. Также одной из при-

чин снижения уровня тестостерона в крови самцов крыс может быть токсический

эффект стрептозотоцина, который он оказывает на клетки печени, вызывая сни-

жение синтеза холестерина гепатоцитами. Одними из ключевых звеньев в системе

стероидогенеза, чьи функции нарушаются при СД, являются транспорт холестерина в

митохондрии и некоторые этапы синтеза гормона. Белок StAR, транспортирующий

холестерин в митохондрии, представляет собой основную мишень при гормональной

регуляции синтеза тестостерона, а цитохромы P450scc и P450c17 являются ключевыми

ферментами, катализирующими реакции превращения холестерина в прегненолон

и прогестерона в 17-гидроксипрогестерон и далее в андростендион соответственно

[5]. Нами показано значительное снижение экспрессии генов Star, Cyp11a1 и

Cyp17a1, кодирующих StAR и цитохромы P450scc и P450c17 в семенниках крыс с

СД1 (рис. 1), что хорошо соотносится как с ранее полученными нашими данными

[11, 12], так и с данными литературы о подобных нарушениях стероидогенеза в экс-

периментальных диабетических моделях [4, 5].

Ослабление стероидогенеза в семенниках при диабетической патологии может

быть также связано с нарушением рецепции гонадотропных гормонов тканями се-

менников, вызванными нарушениями синтеза и процессинга рецептора ЛГ/ХГЧ.

С помощью иммуногистохимического анализа нами показано уменьшение содер-

жания рецептора ЛГ/ХГЧ в тканях семенников СД1-крыс (рис. 2), однако уровень

мРНК Lhr у диабетических животных не отличался от контроля (рис. 1a), хотя в

литературе есть данные, показывающие ослабление экспрессии Lhr при экспери-

ментальных моделях СД [19]. Подобные различия в экспрессии генов и количестве

“зрелого” белка в клетке могут быть связаны с нарушением процессинга и пост-
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трансляционных модификаций белка вследствие усиления стресса эндоплазмати-

ческого ретикулума при диабетической патологии, что может стимулировать ком-

пенсаторное повышение экспрессии мРНК рецептора [20].

Нарушение сперматогенеза при диабетической патологии связано с одной сто-

роны с инсулиновой резистентностью, воспалительными процессами и окисли-

тельным стрессом, а с другой – с ослаблением тестикулярного стероидогенеза.

Многочисленные работы показывают изменения целого ряда морфологических

параметров семенников. Прежде всего это нарушение структуры семенных каналь-

цев, уменьшение их диаметра и толщины эпителиального слоя [15–17]. Следстви-

ем этого становится уменьшение и структурная дезорганизация клеток, обеспечи-

вающих начальные этапы сперматогенеза: сперматогониев и первичных спермато-

цитов [17]. Нами были показаны значительные нарушения морфологии семенных

канальцев у СД1-крыс, которые выражались в уменьшении таких морфометриче-

ских параметров как толщина герминативного эпителия, число сператогониев и

пахитеновых сперматоцитов, что отражает ослабление сперматогенной системы у

крыс при СД1 (табл. 2).

Использование препаратов гонадотропинов для коррекции андрогенной недо-

статочности наравне с тестостерон-заместительной терапией является одним из

немногих способов поддержания нормального уровня тестостерона у мужчин с на-

рушениями фертильности [21, 22]. Однако наличие широкого списка противопо-

казаний у пациентов с диабетической патологией значительно ограничивает воз-

можности их применения. Нами были разработаны и системно исследованы со-

единения на основе тиенопиримидиновых производных, которые обладали

активностью агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ [10–13]. Связываясь с аллостерическим

сайтом, локализованным в трансмембранном домене рецептора, они вызывают его

активацию, при этом не конкурируя с гонадотропными гормонами, взаимодей-

ствующими с эктодоменом рецептора. Важной в практическом отношении осо-

бенностью наиболее активных соединений ТП03 и ТП04 была способность оказы-

вать стабильный стероидогенный эффект не только при однократном введении, но

и при обработке в течение 5–7 дней без существенного снижения чувствительно-

сти тканей семенников к действию эндогенного ЛГ. Это выражалось в сохранении

высокого уровня экспрессии мРНК Lhr и количества рецепторов ЛГ/ХГЧ в клет-

ках семенников при введении ТП03 и ТП04, в то время как хроническое введение

препарата ХГЧ в дозировке 20 МЕ/крысу, оказывающей 70–80% от максимального

эффекта препарата, приводило к значительному снижению как генной экспрес-

сии, так и содержания рецептора в клетке, следствием чего было ослабление сти-

мулирующего эффекта препарата на тестикулярный стероидогенез [11–13].

Мы предположили, что предобработка в течение трех дней одним из наиболее

активных из разработанных нами аллостерических агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ –

ТП03 может привести к усилению эффекта хорионического гонадотропина, взятого в

более низкой дозе 10 МЕ/крысу на тестикулярный стероидогенез у крыс, нарушен-

ный вследствие диабетической патологии, но при этом не приведет к снижению

чувствительности рецепторного аппарата клеток Лейдига к действию эндогенного

ЛГ. Нами было показано, что предобработка СД1-крыс с помощью ТП03 в течение

трех дней вызывает усиление эффекта на уровень тестостерона в крови однократ-

ной инъекции ХГЧ, взятого в сравнительно низкой дозе 10 МЕ/крысу (табл. 1, B).

При этом, выраженный стимулирующий эффект наблюдается уже через 1.5 ч после

введения ХГЧ и 2 ч после последней инъекции ТП03. Однако через 3 ч после введе-

ния ХГЧ различия в значениях уровня тестостерона в группах “СД1 + ХГЧ” и

“СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” становятся менее выраженными. Изучив генную экс-

прессию в семенниках СД1-крыс нами было показано, что влияние однократной и

трехдневной обработки животных с помощью ТП03 имеет существенные отличия.
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Однократное введение ТП03 оказывает сопоставимое влияние на экспрессию ге-

нов Star и Cyp17a1 в сравнении с животными, обработанными однократной дозой

ХГЧ (рис. 1). При трехдневной обработке с помощью ТП03 мы наблюдали менее

выраженный эффект на экспрессию генов Star, кодирующий одноименный транс-

портный белок и Cyp17a1, катализирующего превращение предшественников в

синтезе тестостерона прогестерона в 17-гидроксипрогестерон и далее в андростен-

дион. Аналогичные значения уровня мРНК гена Cyp17a1 были получены в группе

“СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ”. Таким образом, в группах с трехдневной обработкой

ТП03 не наблюдается повышения экспрессии гена Cyp17a1 в отличие от групп с од-

нократным введением ТП03 или ХГЧ, что может быть следствием влияния петли

отрицательной обратной связи, сдерживающей избыточное повышение уровня те-

стостерона, либо обусловлено разнонаправленной модуляцией ТП03 и ХГЧ транскрип-

ционных факторов, регулирующих экспрессию генов стероидогенеза. Также в группе

“СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” мы наблюдали усиление экспрессии гена Cyp11a1, кодирую-

щего фермент, катализирующий первую реакцию в цепи превращений холестерина в те-

стостерон в сравнении с группой “СД1 + ТП03-3Д”, но не с группой “СД1 + ХГЧ-1Д”

(рис. 1). Усиление экспрессии Cyp11a1 в группе “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” может отча-

сти объяснить усиление эффекта ХГЧ на фоне предобработки ТП03 на уровень те-

стостерона в крови СД1-крыс.

Ранее нами было показано, что один из наиболее многообещающих эффектов

аллостерического агониста рецептора ЛГ/ХГЧ ТП03 – это отсутствие снижения

генной экспрессии Lhr при однократной и многодневной обработке, следствием

чего было сохранение чувствительности тканей семенников к эффектам эндоген-

ного ЛГ. В данной работе нами показано увеличение как генной экспрессии Lhr
(рис. 1a), так и уровня белка ЛГ/ХГЧ при однократном введении ТП03 (рис. 2). При

трехдневной обработке ТП03 в группах “СД1 + ТП03-3Д” и “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ”

мы наблюдали увеличения только уровня белка рецептора ЛГ/ХГЧ, без изменения

генной экспрессии. Повышение уровня рецептора ЛГ/ХГЧ, сниженном у крыс с

СД1, может быть одной из основных причин усиления эффекта ХГЧ на фоне пре-

добработки ТП03.

Далее мы исследовали влияние препаратов ТП03 и ХГЧ на морфологические па-

раметры семенников, нарушенные вследствие диабетической патологии. Даже од-

нократные инъекции ТП03 или ХГЧ вызывали улучшение морфологических ха-

рактеристик: высоты герминативного эпителия, количества сперматогониев, но не

влияли на число пахитеновых сперматоцитов. Трехдневная обработка ТП03 приво-

дила к повышению высоты герменативного эпителия, тогда как другие характеристи-

ки хоть и имели тенденции к повышению, но не были статистически значимыми. При

этом только в группе “СД1 + ТП03-3Д + ХГЧ” мы наблюдали полное восстановле-

ние количества пахитеновых сперматоцитов и сперматогониев до их уровня у кон-

трольных животных, в то время как толщина герминативного эпителия семенных

канальцев не превышала соответствующих значений у групп с однократным введе-

нием ХГЧ или трехдневным введением ТП03 (табл. 2).

Таким образом, нами впервые показано, что трехдневная предобработка крыс с

андрогенным дефицитом, вызванным СД1, с помощью ТП03 приводит к усилению

стимулирующего эффекта однократно введенного ХГЧ, взятого в относительно

низкой дозе (10 МЕ/крысу), на уровень тестостерона в крови, и это сопровождает-

ся повышением экспрессии гена Cyp11a1 в семенниках. Это может быть обусловле-

но показанными нами повышением уровня белка рецептора ЛГ/ХГЧ в семенни-

ках. Кроме того, предобработка СД1-крыс с помощью ТП03 усиливала восстанав-

ливающие эффекты ХГЧ на морфологические параметры семенных канальцев в

семенниках диабетических животных, повышая некоторые из них до контрольных

значений. Использование аллостерических агонистов рецептора ЛГ/ХГЧ на осно-
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ве тиенопиримидиновых производных может способствовать снижению дозиро-

вок препаратов гонадотропных гормонов, что имеет большое значение в клиниче-

ской эндокринологии и во вспомогательных репродуктивных технологиях.
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Development of Approaches to Reduce the Effective Dose of Gonadotropin in the Treatment 
of Androgen Insufficiency in Male Rats with Type 1 Diabetes Mellitus

A. A. Bakhtyukova, *, I. Yu. Morinaa, K. V. Derkacha, I. V. Romanovaa,
V. N. Sorokoumova, b, and A. O. Shpakova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
Saint Petersburg, Russia

bInstitute of Chemistry, Saint Petersburg State University, Saint Petersburg, Russia
*e-mail: bahtyukov@gmail.com

In type 1 diabetes mellitus (DM1), testosterone synthesis in the testes is impaired,

leading to androgen insufficiency and disorder of spermatogenesis. Long-term use of

high doses of gonadotropins for their correction leads to a decrease in the sensitivity of

luteinizing hormone/human chorionic gonadotropin (LH/hCG) receptors in Leydig

cells. The aim of this work was to study the effect of three-day treatment of male Wis-

tar rats with type 1 diabetes induced by streptozotocin (45 mg/kg) with the allosteric

LH/hCG receptor agonist 5-amino-N-tert-butyl-2-(methylsulfanyl)-4-(3-(nicotin-

amido)phenyl)thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (TP03, 15 mg/kg per day) on

the effects of a relatively low dose of hCG (10 IU/rat, single dose, s.c.) on testosterone

levels in the blood, expression of steroidogenesis genes and morphometric parameters

of the seminiferous tubules. Pretreatment of rats with TP03 enhanced the stimulatory

effect of hCG on testosterone level. The reason for this effect, on the one hand, is an

increase in steroidogenesis due to an increase in the expression of the Cyp11a1 gene,

which encodes the cytochrome P450scc enzyme responsible for the first stage of tes-

tosterone synthesis and, on the other hand, an improvement in testicular sensitivity to

gonadotropins due to an increase in the content of the LH/hCG receptor in the testes

of DM1 rats. In addition, pretreatment of DM1-rats with TP03 followed by hCG

stimulation demonstrated a more pronounced improvement in the morphometric pa-

rameters of the seminiferous tubules as compared with the groups that received only

TP03 or hCG. Thus, TP03 makes it possible to increase the effectiveness of the ste-

roidogenic effect of hCG and reduce the dose of gonadotropin, which compensates for

an androgen deficiency in diabetes.

Keywords: type 1 diabetes mellitus, steroidogenesis, allosteric regulator, luteinizing hor-

mone receptor, gonadotropins
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