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У мужчин с ожирением, наряду с метаболическими нарушениями и инсулино-
вой резистентностью, снижается уровень тестостерона и нарушаются функции
репродуктивной системы. Одним из путей их коррекции может быть применение
агонистов рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР) и антидиабетических
препаратов, но механизмы их влияния на гипоталамо-гипофизарно-гонадную
ось изучены недостаточно. Целью работы было изучить эффекты длительной те-
рапии метформином (5 нед., 120 мг/кг) и пятидневной обработки ЛГР-агониста-
ми – хорионическим гонадотропином человека (ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к)
и аллостерическим агонистом ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б) на уровень тестостеро-
на в крови и экспрессию тестикулярных и гипофизарных генов у самцов крыс с
длительным диета-индуцированным ожирением (ДИО). ТП03 умеренно стиму-
лировал продукцию тестостерона у самцов крыс с ДИО, не оказывая ингибирую-
щего эффекта на экспрессию ЛГР в семенниках и лишь в небольшой степени
снижая экспрессию гена β-субъединицы лютеинизирующего гормона в гипофизе.
При однократном введении ДИО-крысам стероидогенный эффект ТП03 был со-
поставим с таковым в контрольной группе, но при пятидневном введении суще-
ственно ему уступал. Стероидогенный эффект ХГЧ при однократном введении
крысам с ДИО был ниже такового в контроле, но сопоставим с ним при пяти-
дневном введении ХГЧ, и существенно превосходил соответствующие эффекты
ТП03. В отличие от ТП03, ХГЧ значительно снижал экспрессию ЛГР в семенни-
ках и более выражено ингибировал экспрессию лютеинизирующего гормона в
гипофизе. Обработка метформином восстанавливала андрогенный статус, суще-
ственно не влияя на экспрессию генов стероидогенеза в семенниках. В группах с
обработкой метформином не было усиления стероидогенных эффектов обоих
ЛГР-агонистов. Полученные результаты указывают на перспективы применения
ТП03 и ХГЧ для стимуляции тестикулярного стероидогенеза и на эффективность
терапии метформином для нормализации продукции тестостерона при ДИО, что
может быть использовано для коррекции репродуктивных расстройств при ожи-
рении. В то же время совместное применение метформина и ЛГР-агонистов при
ДИО представляется нецелесообразным.
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ВВЕДЕНИЕ

Среди причин нарушений продукции андрогенов и снижения фертильности у
мужчин важное место занимают патологическое ожирение и метаболические рас-
стройства, сопровождаемые ожирением, такие как сахарный диабет 2-го типа
(СД2), метаболический синдром, стеатоз печени [1–5]. Имеются клинические дан-
ные о значимом снижении уровня тестостерона у мужчин с ожирением [1, 2, 4], а
также о нарушении функций гипоталамо-гипофизарно-тестикулярной (ГГТ) оси,
развитии гипогонадотропных состояний и андрогенном дефиците у подростков
пубертатного возраста с явно выраженным ожирением [6, 7]. Получены доказа-
тельства негативного влияния диета-индуцированного ожирения (ДИО) на тести-
кулярный стероидогенез и фертильность у самцов обезьян, крыс и мышей, а также
установлены причинно-следственные взаимосвязи между андрогенным дефици-
том и ожирением [3, 8, 9]. Среди факторов, провоцирующих андрогенную недоста-
точность при ожирении, можно выделить инсулиновую и лептиновую резистент-
ность, гипергликемию, дислипидемию, липотоксичность, усиление воспалитель-
ных процессов, нарушение окислительно-восстановительного баланса, причем
эти факторы могут действовать на различные компоненты ГГТ оси – продуцирую-
щие гонадолиберин гипоталамические нейроны, гонадотрофы аденогипофиза и
тестикулярные клетки, в том числе на синтезирующие тестостерон клетки Лейдига
[2, 10].

Повышение уровня тестостерона у пациентов с ожирением с помощью замести-
тельной терапии препаратами андрогенов и гонадотропинов, бариатрических опе-
раций и низкокалорийной диеты приводит к нормализации массы тела, снижению
доли жировой ткани, улучшению липидного метаболизма [5, 11–15]. Однако тера-
пия андрогенами и гонадотропинами имеет ряд побочных эффектов, включая на-
рушение кроветворения и липидного баланса. Наряду с этим, для нее характерен
синдром отмены, когда после прекращения лечения функциональные нарушения
в ГГТ оси возвращаются и в ряде случаев даже прогрессируют [16–18]. Возможной
альтернативой такой терапии является применение аллостерических регуляторов
рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР). В отличие от гонадотропинов – хо-
рионического гонадотропина человека (ХГЧ) и лютеинизирующего гормона (ЛГ),
аллостерические регуляторы сравнительно мягко активируют ЛГР, более селек-
тивны в отношении внутриклеточных сигнальных каскадов, не вызывают десенси-
тизации ЛГР и резистентности клеток-мишеней к эндогенному ЛГ, как это показа-
но нами ранее для производных тиено[2,3-d]-пиримидина [19–22]. Другим подхо-
дом может быть применение препаратов, снижающих массу тела и жировой ткани
и улучшающих гормональные и метаболические показатели при ожирении, и здесь
наибольший интерес представляет метформин (МФ) – препарат, широко приме-
няемый для лечения СД2 и метаболического синдрома. Имеются данные, что МФ
при этих заболеваниях может восстанавливать сперматогенез и андрогенный ста-
тус, хотя также получены результаты, которые не поддерживают точку зрения о по-
ложительном влиянии МФ на репродуктивные функции при СД2 и метаболиче-
ском синдроме [23–26].

Несмотря на имеющийся прогресс в отношении коррекции андрогенного дефи-
цита при метаболических расстройствах, эффективность и механизмы действия
гонадотропинов, обладающих ЛГ-активностью, и МФ на стероидогенную актив-
ность тестикулярных клеток при ожирении без явных признаков нарушений пан-
креатических β-клеток остаются малоизученными, а для аллостерических ЛГР-аго-
нистов такие данные вовсе отсутствуют. Нет сведений о влиянии комбинированного
применения МФ и ЛГР-агонистов на продукцию тестостерона при ожирении.
Влияние аллостерических ЛГР-агонистов на экспрессию гипофизарных генов, ко-
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дирующих компоненты системы синтеза гонадотропинов, до настоящего времени
не исследовано, а для диета-индуцированного ожирения (ДИО) такие сведения от-
сутствуют и для ХГЧ, и для МФ. Поскольку ожирение тесно связано с андроген-
ным дефицитом и гипогонадотропными состояниями, то такие исследования имеют
несомненное практическое значение. Целью работы было изучить эффекты дли-
тельной (5 нед.) терапии МФ и пятидневной обработки ЛГР-агонистами, ХГЧ и
разработанным нами тиено[2,3-d]-пиримидиновым производным ТП03 на уро-
вень тестостерона в крови и на экспрессию тестикулярных генов, ответственных за
стероидогенез, и гипофизарных генов, вовлеченных в синтез и секрецию гонадо-
тропинов, у самцов крыс с ожирением, вызванным длительной высокожировой
диетой. Наряду с раздельным применением препаратов, исследовали введение
ЛГР-агонистов на фоне МФ терапии, чтобы проверить возможность потенцирую-
щего влияния МФ на их эффекты. Ранее нами было продемонстрировано усиле-
ние стероидогенных эффектов ЛГР-агонистов при их однократном введении сам-
цам крыс с СД2, длительное время леченных МФ [21]. Выбор ТП03 обусловлен его
отчетливо выраженной стероидогенной активностью, показанной нами ранее у
контрольных, диабетических и стареющих самцов крыс [20].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использовали самцов крыс линии Wistar, которым в начале
эксперимента было два месяца. Ожирение и ассоциированные с ним метаболиче-
ские и гормональные расстройства вызывали переводом двухмесячных самцов
крыс на высокожировую диету, которая включала 52.4% жира (свиного сала),
41.7% творога, 5% паштета (свиная печень), 0.5% метионина, 0.2% дрожжей и 0.2%
поваренной соли (NaCl) [27]. Крысы на протяжении 23 нед. получали ежедневно
по 5–7 г высокожировой смеси, дополнительно к стандартному рациону (гранули-
рованный сухой корм). Контрольная группа животных того же возраста получала
только гранулированный сухой корм.

Перед началом лечения отбирали крыс с повышенным содержанием глюкозы в
крови (выше 7.0 мМ) через 120 мин после глюкозной нагрузки в интраперитоне-
альном глюкозотолерантном тесте (ИГТТ, 2 г глюкозы/животное, в/б), а также с
повышенной массой тела, рассматривая их как группу с ожирением и нарушенной
толерантностью к глюкозе. Затем крыс с ожирением случайным образом распреде-
ляли на экспериментальные группы (в каждой n = 18), одна из которых (группа
“ОЖ + МФ”) в течение 5 нед. получала МФ (“Sigma”, США; 120 мг/кг/сутки, пе-
рорально через зонд), другая (группа “ОЖ”) вместо МФ получала плацебо (водный
раствор). Обе группы до конца эксперимента продолжали получать пищу с высо-
ким содержанием насыщенных жиров. За неделю до окончания эксперимента, пе-
ред обработкой животных ЛГР-агонистами, проводили повторный ИГТТ для изу-
чения чувствительности к глюкозе и инсулинового и лептинового ответа на глю-
козную нагрузку, оценивая уровни глюкозы, инсулина и лептина в крови через
различные временные интервалы после введения глюкозы. Для определения уров-
ня глюкозы использовали глюкометр и тест-полоски “One-Touch Select Ultra”
(США), для определения концентрации инсулина и лептина – наборы “Rat Insulin
ELISA” (“Mercodia AB”, Швеция) и “ELISA Kit for Leptin” (Cloud-Clone Corp., США).
В крови животных оценивали уровни гликированного гемоглобина (HbA1c), об-
щего холестерина и триглицеридов, для чего использовали набор “Multi Test HbA1c
System kit” (“Polymer Technology Systems, Inc.”, США) и тест-полоски “Cholesterol
multiCare-in” и “Triglycerides multiCare-in” (“Biochemical Systems Int.”, Италия). На
следующий день после ИГТТ оценивали уровни тестостерона в крови животных на
протяжении шестичасового временного промежутка (в 10.00, 12.00, 14.00 и 16.00),
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рассчитывая интегративное значение AUC0–6 (в относительных единицах). Кон-
центрацию тестостерона определяли с помощью набора “Тестостерон-ИФА”
(“Алкор-Био”, Россия). Образцы крови забирали из хвостовой вены под местной
анестезией, которую осуществляли с помощью 2%-ного раствора лидокаина из
расчета 2–4 мг/кг массы тела.

После повторного тестирования группы “ОЖ” и “ОЖ + МФ” рандомизировали
каждую на три подгруппы, после чего животных в течение 5 дней обрабатывали
ЛГР-агонистами (ТП03, ХГЧ) или растворителем (ДМСО, растворитель для
ТП03). Ранее было показано, что в используемом объеме ДМСО не влияет на мета-
болические и гормональные показатели [20]. Синтез и характеристику ТП03 осу-
ществляли, как описано нами ранее [21], в то время как ХГЧ был производства
“Московского эндокринного завода” (Россия).

Тем самым были сформированы следующие группы (в каждой n = 6): “К” (кон-
троль), “ОЖ” (без лечения), “ОЖ + ТП” (ТП03, 15 мг/кг/сутки, в/б, 5 дней), “ОЖ + Г”
(ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к, 5 дней), “ОЖМ” (МФ, 120 мг/кг/сутки, перораль-
но), “ОЖМ + ТП” (совместно МФ и ТП03), “ОЖМ + Г” (совместно МФ и ХГЧ). В ходе
эксперимента оценивали концентрацию тестостерона в крови крыс после одно-
кратного введения ЛГР-агонистов (1-й день, забор крови до введения, которое
осуществляли в 10.00, и через 1, 3 и 5 ч после него) и ежедневно в течение пяти дней
через 3 ч после их введения (13.00). Сразу после последнего забора крови животных
наркотизировали (хлоральгидрат, 400 мг/кг), декапитировали и забирали у них
ткани семенников и гипофиза для оценки экспрессии целевых генов, а также оце-
нивали массу адбоминального жира и рассчитывали его долю в общей массе тела.

Количественную ПЦР в реальном времени осуществляли, как описано ранее
[20], для чего из семенников и гипофиза выделяли тотальную РНК, используя “Ex-
traRNA kit” (“Evrogen”, Россия). Обратную транскрипцию проводили, используя
набор “MMLV RT Kit” (“Evrogen”, Россия). Амплификационный сигнал детекти-
ровали, используя прибор “7500 Real-Time PCR System” (“Thermo Fisher Scientific Inc.”,
США). Для исследований использовали последовательности комплементарных
кДНК прямого и обратного праймеров для генов крысы, кодирующих ЛГР (Lhr) и
стероидогенные белки – холестерин-транспортирующий белок StAR (Star), цито-
хромы CYP11A1 (Cyp11a1), CYP17A1 (Cyp17a1) и CYP19A1 (Cyp19a1) в семенниках,
и гены, кодирующие рецептор гонадолиберина (Gnrhr), β-субъединицы ЛГ (LHbeta) и
ФСГ (FSHbeta) в гипофизе (табл. 1). В качестве референсных использовали гены
18S-рРНК (18S rRNA) и β-актина (Actb). Анализ результатов проводили с использо-
ванием метода ΔΔСt. Значения RQ рассчитывали по отношению к контрольной
группе, в которой их принимали за единицу.

Статистический анализ проводили с помощью пакета программ “SPSS Statis-
tics”, используя однофакторный дисперсионный анализ с попарным сравнением с
помощью апостериорного критерия Бонферрони. Статистически значимыми счи-
тали различия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела и абдоминального жира, а также содержание в крови триглицеридов
и общего холестерина у крыс с ожирением значимо превышали эти показатели в
контрольной группе (табл. 2). В группе “ОЖ” отмечали повышенные уровни глю-
козы, инсулина и лептина, как базальные, так и через 120 мин после глюкозной на-
грузки, повышенное содержание гликированного гемоглобина, а также нарушенную
толерантность к глюкозе, о чем свидетельствует повышенное значение AUC0–120 для
глюкозной кривой в ИГТТ (табл. 2). Лечение МФ приводило к нормализации мас-
сы тела, базального и стимулированного глюкозной нагрузкой уровней инсулина и
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лептина, значимо снижало массу жировой ткани и содержание HbA1c, восстанав-
ливало глюкозную чувствительность и липидный профиль (табл. 2). В группе
“ОЖ” базовая концентрация тестостерона в крови была снижена. Лечение МФ по-
вышало ее, на что указывает рассчитанное значение AUC0–6(часы) для тестостерона
в 6-часовом временном промежутке (табл. 2). Тем самым четырехнедельное лече-
ние МФ частично восстанавливало метаболические и гормональные показатели у
крыс с ДИО, включая их андрогенный статус.

Однократная обработка крыс с ожирением с помощью ТП03 и ХГЧ, как и в слу-
чае контрольных животных, приводила к стимуляции продукции тестостерона
(рис. 1), о чем свидетельствуют значения AUC1–5(часы) (табл. 3). При этом приросты
уровня тестостерона в группе “ОЖ” с обработкой ХГЧ были существенно ниже, чем в
контроле, составляя через 3 и 5 ч после начала обработки 58 и 65% от таковых в группе
“К + Г”, о чем также свидетельствует снижение на 39% значения AUC1–5(часы) в группе
“ОЖ + Г” в сравнении с группой “К + Г” (рис. 1a и 1b, табл. 3). Стероидогенные
эффекты ТП03 были выражены слабее, чем в случае гонадотропина, и в группах
“К + ТП” и “ОЖ + ТП” были сопоставимыми (рис. 1a и 1b, табл. 3). Лечение МФ,
улучшая базовый андрогенный статус, не приводило к восстановлению стероидо-
генных эффектов ЛГР-агонистов (рис. 1c, табл. 3).

Таблица 1. Структура праймеров, использованных для оценки экспрессии целевых генов в
семенниках и гипофизе, а также референсных генов Actb и 18S rRNA

Lhr – ген рецептора лютеинизирующего гормона; Star – ген холестерин-транспортирующего белка StAR
(steroidogenic acute regulatory protein); Cyp11a1 – ген цитохрома CYP11A1 (P450scc), катализирующего
превращение холестерина в прегненолон; Cyp17a1 – ген цитохрома CYP17A1 (P450 17A1 17α-гидрокси-
лаза/17,20-лиаза), катализирующего превращение прогестерона в 17-гидроксипрогестерон и далее в ан-
дростендион; Cyp19a1 – ген цитохрома CYP19A1 (ароматазы), катализирующего конверсию андрогенов
в эстрогены путем ароматизации кольца А, что обеспечивает превращение андростендиона в эстрон и те-
стостерона в эстрадиол; Gnrhr – ген рецептора гонадолиберина, относящегося к G-белок-сопряженным
рецепторам; LHbeta и FSHbeta – гены β-субъединиц ЛГ и фолликулостимулирующего гормона (ФСГ)
соответственно, определяющие типовую принадлежность гонадотропина.

Ген Последовательность праймеров Т отжига, °С NCBI Reference
Sequence

Lhr For: CTGCGCTGTCCTGGCC
Rev: CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA

55 NM_012978.1

Star For: AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC
Rev: CACCTGGCACCACCTTACTT

55 NM_031558.3

Cyp11a1 For: TATTCCGCTTTGCCTTTGAG
Rev: CACGATCTCCTCCAACATCC

55 NM_017286.3

Cyp17a1 For: CATCCCCCACAAGGCTAAC
Rev: TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA

55 XM_006231435.3

Cyp19a1 For: GGTATCAGCCTGTCGTGGAC
Rev: AGCCTGTGCATTCTTCCGAT

56 NM_017085.2

Gnrhr For: TGGGAGACTACCCAAGCACT
Rev: TGCTAACCTGAGCCCAAACC

56 NM_031038.3

LHbeta For: TCACCTTCACCACCAGCATC
Rev: GGTAGGTGCACACTGGCTGA

56 NM_012858.2

FSHbeta For: TCGATCCAGCTTTGCATCCT
Rev: TGGTGTAGCAGTAGCCCTCA

56 NM_001007597.2

Actb For: CTGGCACCACACCTTCTACA
Rev: AGGTCTCAAACATGATCTGGGT

56 NM_031144.3

18S rRNA For: GGACACGGACAGGATTGACA
Rev: ACCCACGGAATCGAGAAAGA

56 NR_046237.1
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Пятидневная обработка с помощью ЛГР-агонистов во всех изученных группах
приводила к повышению уровня тестостерона в крови, но стероидогенные эффек-
ты существенно различались как по величине, так и по динамике (рис. 2). В кон-
трольной группе стимулирующие продукцию тестостерона эффекты ТП03 состав-
ляли 176% в первый день обработки и постепенно повышались, достигая 289% на
5-й день. В группе “ОЖ+ТП” стимулирующий эффект ТП03 существенно не ме-
нялся в течение 5-дневной обработки препаратом, а в группе “ОЖМ+ТП” эффект
ТП03 снижался и на 5-й день обработки составлял 55% от стимулирующего эффекта,
полученного в 1-й день обработки (рис. 2b и 2c, табл. 3). Стероидогенные эффекты
ХГЧ в группах “К + Г” и “ОЖ + Г” были максимальны в первый день обработки
(726 и 978% соответственно), затем на 3-й день достоверно снижались на 60 и 46%
соответственно, после чего восстанавливались, и на 4-й день в группе “К + Г” бы-
ли в 1.4 раза выше, а в группе “ОЖ + Г” в 1.7 раза выше, чем на 3-й день обработки.
При этом в 4–5-й дни в контрольной группе они были ниже, а в группе с ожирени-
ем сходными с таковыми в первый день обработки (рис. 2a и 2b). Важно отметить,
что в группе “ОЖМ + Г” снижение эффекта гонадотропина в 2–4-й дни отсутство-
вало, а на пятый день обработки ХГЧ содержание тестостерона в крови нарастало и
было достоверно выше, чем в первый день (рис. 2c). Тем самым при ожирении ди-
намика стероидогенных эффектов ТП03 и ХГЧ не претерпевало значимых измене-
ний, а в группах с лечением МФ отмечалось ослабление стероидогенного эффекта

Таблица 2. Масса тела и жировой ткани, липидный профиль, уровни глюкозы, инсулина и
лептина при проведении теста с глюкозной нагрузкой и уровни тестостерона у самцов крыс
с ДИО, в том числе леченных метформином, в сравнении с контрольными животными

Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b) статистически значимы при p < 0.05. Значения
AUC0–120(мин) – интегрированная площадь под кривой “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)”,
включающая временной промежуток 120 мин от момента в/б инъекции глюкозы (2 г/кг) с пятью изме-
рениями уровня глюкозы в крови (до и через 15, 30, 60 и 120 мин после глюкозной нагрузки). Значения
AUC0–6(часы) – интегрированная площадь под кривой “концентрация тестостерона (нМ)–время (ча-
сы)”, включающая временной промежуток от 10.00 до 16.00 (четыре измерения – в 10.00, 12.00, 14.00 и
16.00). Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 18.

Контроль ОЖ ОЖ + МФ

Масса тела, г 403.6 ± 7.7 446.3 ± 7.6a 424.6 ± 6.5
Масса жира, г 7.14 ± 0.23 9.97 ± 0.50a 8.46 ± 0.30a,b

Доля жира, % 1.76 ± 0.03 2.22 ± 0.07a 1.98 ± 0.04a,b

Глюкоза (0), мМ 5.8 ± 0.1 6.5 ± 0.2a 6.0 ± 0.2
Глюкоза (120), мМ 6.2 ± 0.2 9.0 ± 0.3a 8.0 ± 0.3a,b

AUC0–120(мин) (глюкоза), усл. ед. 1188 ± 52 1811 ± 44a 1563 ± 44a,b

Инсулин (0), нг/мл 0.94 ± 0.15 1.55 ± 0.15a 1.32 ± 0.19
Инсулин (60), нг/мл 2.16 ± 0.19 4.76 ± 0.43a 2.78 ± 0.29b

Инсулин (120), нг/мл 1.20 ± 0.22 2.75 ± 0.51a 1.43 ± 0.09
Лептин (0), нг/мл 1.64 ± 0.23 2.34 ± 0.37a 1.86 ± 0.62
Лептин (120), нг/мл 4.22 ± 0.90 11.97 ± 1.62a 6.96 ± 1.24
HbA1c, % 4.12 ± 0.06 4.85 ± 0.06a 4.43 ± 0.07b

Триглицериды, мМ 2.06 ± 0.07 3.19 ± 0.14a 2.70 ± 0.11a,b

Холестерин, мМ 4.32 ± 0.11 6.81 ± 0.16a 6.04 ± 0.16a,b

Тестостерон (10.00), нМ 8.43 ± 0.67 4.51 ± 0.39a 5.47 ± 0.29a

Тестостерон (16.00), нМ 9.25 ± 0.56 5.52 ± 0.40a 7.11 ± 0.48a,b

AUC0–6(часы) (тестостерон), усл. ед. 51.4 ± 2.6 30.8 ± 2.1a 41.0 ± 2.1a,b
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Рис. 1. Уровни тестостерона в сыворотке крови в течение 5 ч после введения ТП03 и ХГЧ самцам крыс с
ожирением, в том числе леченных метформином, в сравнении с таковыми в контрольной группе.
Обозначения групп: (a): С (К) – контроль; C + TP (К + ТП) – ТП03, 15 мг/кг/сутки, в/б, 5 дней; C +
+ G (К + Г) – ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к, 5 дней; (b): OB (ОЖ) – крысы с ожирением без лечения;
OB +TP (ОЖ + ТП) – крысы с ожирением, с обработкой ТП03, 15 мг/кг/сутки, в/б, 5 дней; OB +
+ G (ОЖ + Г) – крысы с ожирением, с обработкой ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к, 5 дней; (c): OBM
(ОЖМ) – крысы с ожирением, обработанные метформином, 120 мг/кг/сутки, перорально, 5 недель;
OBM + TP (ОЖМ + ТП) – крысы с ожирением, с обработкой метформином и ТП03; OBM + G (ОЖМ + Г) –
крысы с ожирением, с обработкой метформином и ХГЧ.
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ТП03 и изменение динамики соответствующего эффекта ХГЧ (рис. 2, табл. 3).
Оценка интегрированных значений уровней тестостерона показала, что, в отличие
от однократного введения, значение AUC1–5(дни) для ХГЧ в группах “ОЖ + Г” и
“ОЖМ + Г” значимо не отличались от такового в группе “К + Г”, что указывает на
сохранение продукции тестостерона при длительном введении гонадотропина, в то
время как в случае ТП03, напротив, начинало выявляться снижение значений
AUC1–5(дни), в наибольшей степени в группе “ОЖМ + ТП” (табл. 3).

Анализ экспрессии тестикулярных генов показал, что в группе “ОЖ” снижена
экспрессия гена Star, причем обработка МФ лишь частично восстанавливала его
экспрессию (рис. 3). Пятидневная обработка контрольных крыс с помощью ТП03
существенно не влияла на экспрессию изученных стероидогенных генов, в то вре-
мя как обработка ХГЧ в значительной степени снижала экспрессию гена Lhr и в
среднем в два раза повышала экспрессию стероидогенных генов Star, Cyp11a1 и
Cyp17a1 (рис. 3).

В группах с ожирением ТП03 повышал экспрессию гена Star в сравнении с груп-
пой “ОЖ” (но не с контролем), не влияя на экспрессию гена Lhr (рис. 3). Стимулиру-
ющие эффекты ХГЧ на экспрессию генов Star, Cyp11a1 и Cyp17a1 в группах “ОЖ + Г”
и “ОЖМ + Г” сохранялись, причем обработка МФ усиливала эффект ХГЧ в отно-
шении гена Cyp17a1. В то же время отмечалось значительное ингибирование экс-
прессии гена Lhr (рис. 3). Оба ЛГР-агониста существенно не влияли на экспрессию
гена ароматазы, которая во всех группах была близка к таковой в контроле. Тем са-
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Таблица 3. Значения интегрированной площади под кривой “концентрация тестостерона
(нМ)–время (минуты/дни)” (AUC1–5(часы)/AUC1–5(дни)) при однократном или пятидневном
введении ТП03 и ХГЧ контрольным крысам и животным с ожирением, в том числе леченным
метформином (в усл. ед.)

Значения AUC1–5(часы) и AUC1–5(дни) – интегрированная площадь под кривой “концентрация тесто-
стерона (нМ)–время (часы/дни)”, включающая временной промежуток от 11.00 до 15.00 (три измере-
ния – в 11.00, 13.00 и 15.00, введение препаратов – 10.00) или с первого по пятый дни введения (ежеднев-
но в 13.00 через 3 ч после введения препаратов). Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b)
статистически значимы при p < 0.05; различия между контрольными и ОЖ/ОЖМ крысами с обработкой
ТП03 или ХГЧ (“К + ТП”/“ОЖ + ТП”, “К + ТП"/"ОЖМ + ТП”, “К + Г”/“ОЖ + Г”, “К +Г”/“ОЖМ + Г”)
(c) и с обработкой ТП03 и ХГЧ (“К + ТП”/“К + Г”; “ОЖ + ТП”/“ОЖ + Г”; “ОЖМ + ТП”/“ОЖМ + Г”)
(d) статистически значимы при p < 0.05. Различия между группами с лечением и без лечения МФ (“ОЖ +
+ ТП”/“ОЖМ + ТП”; “ОЖ + Г”/“ОЖМ + Г”) ни в одном случае не были значимыми (p > 0.05). Данные
представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6.

Группа AUC1–5(часы), усл. ед. AUC1–5(дни), усл. ед.

К 39.0 ± 2.6 37.5 ± 3.6
К + ТП 106.9 ± 7.1a 136.9 ± 15.8a

К + Г 296.2 ± 17.0a,d 217.6 ± 9.2a

ОЖ 23.0 ± 2.4a 19.3 ± 2.5a

ОЖ + ТП 97.8 ± 11.2a,b 88.6 ± 7.3a,b,c

ОЖ + Г 181.7 ± 14.8a,b,c,d 171.1 ± 17.5a,b,d

ОЖМ 30.7 ± 2.6 28.3 ± 2.8
ОЖМ + ТП 88.2 ± 6.1a,b 69.0 ± 8.0a,b,c

ОЖМ + Г 166.1 ± 11.9a,b,c,d 213.7 ± 18.8a,b,d

Рис. 2. Уровни тестостерона в сыворотке крови в течение пятидневного введения ТП03 и ХГЧ самцам
крыс с ожирением (b), в том числе леченных метформином (c), в сравнении с таковыми в контрольной
группе (c). Различия по сравнению с первым днем введения (a) и с третьим днем введения препаратов (b)
статистически значимы при p < 0.05. 
Обозначения групп как на рис. 1.
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Рис. 3. Экспрессия генов, кодирующих ЛГР и стероидогенные белки, в семенниках крыс с ожирением,
в том числе леченных метформином, после введения им ТП03 и ХГЧ, в сравнении с контрольной группой. 
Обозначения групп как на рис. 1. Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b) статистически
значимы при p < 0.05; различия между группами “К + Г” и “ОЖМ + Г” (c), между группами с обработ-
кой ТП03 и ХГЧ (“К + ТП”/“К + Г”; “ОЖ + ТП”/“ОЖ + Г”; “ОЖМ + ТП”/”ОЖМ + Г”) (d) или между
группами с лечением и без лечения МФ (“ОЖ + ТП”/“ОЖМ + ТП”; “ОЖ + Г”/“ОЖМ + Г”) (e) стати-
стически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6.
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мым ТП03 повышал экспрессию гена Star, но слабо влиял на экспрессию генов,
кодирующих ЛГР и другие стероидогенные белки. В то же время ХГЧ значительно
(на 80–89%) подавлял экспрессию гена Lhr, но усиливал экспрессию генов стерои-
догенных белков, причем величина его эффекта у крыс с ожирением, в том числе
леченных МФ, не уступала таковой в контроле, и эти данные согласуются со стеро-
идогенными эффектами ЛГР-агонистов.

На заключительном этапе исследовали экспрессию гипофизарных генов, коди-
рующих рецептор гонадолиберина, через который этот рилизинг-фактор осу-
ществляет стимуляцию секреции и экспрессии гонадотропинов в гонадотрофах, а
также β-субъединиц ЛГ и ФСГ, которые определяют специфичность гетеродимер-
ных гонадотропинов, поскольку их α-субъединицы по первичной структуре иден-
тичны. При ожирении и лечении крыс с ожирением МФ экспрессия изученных ги-
пофизарных генов существенно не менялась по сравнению с контролем, но обра-
ботка МФ значимо снижала экспрессию гена Gnrhr в сравнении с группой ОЖ
(рис. 4). ТП03 и ХГЧ снижали экспрессию генов Gnrhr и LHbeta, причем в случае
гена LHbeta различия между контролем и группами “К + ТП” и “К + Г” были зна-
чимыми. В свою очередь, ингибирование экспрессии гена FSHbeta было показано
только в случае воздействия ХГЧ на группы “К + Г” и “ОЖ + Г” (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У мужчин патологическое ожирение и другие метаболические расстройства,
обусловленные нарушениями углеводного и липидного обмена, нарушенной толе-
рантностью к глюкозе и инсулиновой резистентностью, ассоциированы с андро-
генным дефицитом и репродуктивными дисфункциями, что требует разработки
эффективных подходов для нормализации продукции тестостерона и восстановле-
ния репродуктивного потенциала [1–7]. Такие подходы могут быть использованы
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превентивно, на ранних стадиях нарушений метаболического и гормонального
статуса, для предотвращения тяжелых форм ожирения, метаболического синдрома
и СД2, поскольку андрогенная недостаточность может быть не только следствием,
но и триггером этих эндокринных расстройств [3, 8, 28]. В экспериментальных
условиях для изучения нарушений тестикулярной функции при ожирении и поиска
путей их восстановления наиболее подходящей является модель ДИО у грызунов, в
том числе у крыс. Самцы крыс с ДИО имеют сниженный уровень тестостерона и
нарушенный сперматогенез [3, 8, 29]. Эти данные в целом согласуются с нашими
результатами, полученными на модели ожирения у самцов крыс, вызванного дли-
тельной (23 нед.) диетой, обогащенной насыщенными животными жирами. Нами
продемонстрировано снижение у крыс с ожирением базового уровня тестостерона
в крови и экспрессии белка StAR, катализирующего первую, скорость-лимитирую-
щую стадию стероидогенеза в семенниках, а также показано значимое ослабление
стероидогенного эффекта ХГЧ при его однократном введении животным. В то же
время в семенниках крыс с ожирением нами не было показано значимого измене-
ния экспрессии генов, кодирующих ключевые стероидогенные ферменты – цито-
хромы CYP11A1 и CYP17A1 и фермент ароматазу (CYP19A1), осуществляющую
конверсию андрогенов в эстрогены. Другие авторы на основе анализа транскрип-
тома в семенниках андроген-дефицитных крыс Wistar с ожирением, индуцирован-
ным восьминедельной высокожировой диетой, показали повышение экспрессии
гена ароматазы, результатом чего было снижение соотношения тестостерон/эстра-
диол в семенниках и ухудшение сперматогенеза [30]. В этой связи следует отме-
тить, что продолжительность ожирения, как и особенности диеты, существенно
влияют на выраженность изменений андрогенного статуса и на паттерн экспрес-
сии компонентов системы тестикулярного стероидогенеза. В нашем случае про-
должительность диеты составила 23 нед., вследствие чего, как мы полагаем, дли-
тельное, хотя и умеренное снижение продукции тестостерона могло компенсаторно
снизить экспрессию гена ароматазы, которая стимулируется повышенным уров-
нем андрогенов. Отсутствие повышения экспрессии гена ароматазы было показа-

Рис. 4. Экспрессия генов гонадотропинов и рецептора гонадолиберина в гипофизе самцов крыс с ожи-
рением, в том числе леченных метформином, после введения им ТП03 и ХГЧ, в сравнении с таковой в
контрольной группе животных. 
Обозначения групп как на рис. 1. Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b) статистически
значимы при p < 0.05; различия между группами “К + ТП” и “К + Г” (c) статистически значимы при p < 0.05.
Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6.
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но нами ранее в семенниках самцов крыс с моделью СД2 с ожирением, причем
среди других генов тестикулярного стероидогенеза только экспрессия гена Star
имела тенденцию к снижению, в то время как экспрессия генов, кодирующих ци-
тохром CYP11A1 и дегидрогеназы HSD3b и HSD17b, не менялась, а экспрессия гена
Cyp17a1 была повышена [21]. Необходимо отметить, что при потреблении самцами
крыс Sprague Dawley диеты с высоким содержанием холестерина, приводящей к
сильно выраженной гиперхолестеринемии, в семенниках снижалась экспрессия не
только гена Star, как в нашем случае, но и генов обоих цитохромов, CYP11A1 и
CYP17A1 [31, 32], что указывает на зависимость изменений в системе тестикуляр-
ного стероидогенеза от природы и степени нарушений липидного метаболизма, в
том числе уровня холестерина, предшественника тестостерона и других стероид-
ных гормонов.

Ослабление стероидогенной функции было ассоциировано с такими метаболи-
ческими и гормональными нарушениями, как повышение массы тела и жировой
ткани, нарушенная толерантность к глюкозе, инсулиновая и лептиновая рези-
стентность, дислипидемия, которые в настоящее время рассматриваются как ос-
новные патогенетические факторы репродуктивных расстройств при ожирении,
метаболическом синдроме и СД2 с ожирением [2, 29, 33, 34]. Одним из подходов
для улучшения метаболического статуса при СД2 и метаболическом синдроме яв-
ляется длительная терапия МФ. При этом имеются сведения о том, что МФ спосо-
бен также нормализовать репродуктивные функции, хотя не все авторы это под-
тверждают [23–26]. Нами и другими авторами ранее было показано, что обработка
МФ грызунов с различными формами диабета восстанавливает продукцию тесто-
стерона и нормализует сперматогенез [21, 33–38]. В настоящем исследовании нами
установлено, что, наряду с нормализацией ряда метаболических и гормональных
показателей, МФ восстанавливает базовый уровень тестостерона у самцов крыс с
ожирением, но при этом существенно не влияет на экспрессию стероидогенных
генов и на стероидогенные эффекты ХГЧ и аллостерического ЛГР-агониста ТП03.
В этой связи необходимо отметить, что, как ранее было показано, терапия МФ по-
вышала стероидогенный эффект ХГЧ и ТП03 при их однократном введении сам-
цам крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозото-
цина, у которых выраженность метаболических расстройств превосходила таковую
у крыс с ожирением [21]. Можно полагать, что эффективность МФ терапии в отно-
шении чувствительности системы тестикулярного стероидогенеза к стимулирую-
щему действию ЛГР-агонистов зависит от тяжести метаболического расстройства
и выявляется в условиях более выраженных метаболических и гормональных нару-
шений [24]. Большое значение может играть и стратегия применения МФ, вклю-
чая дозу препарата и продолжительность терапии [24, 38].

Интересен тот факт, что уровень экспрессии гена рецептора гонадолиберина в
гипофизе группы “ОЖМ” значимо снижался в сравнении с группой “ОЖ”, что
может быть обусловлено повышением продукции гонадолиберина при обработке
крыс МФ и компенсаторным снижением рецептора компонента гонадолиберин-
компетентной системы в гонадотрофах. Так, известно, что МФ, подобно лептину,
активирует проопиомеланокортин-экспрессирующие нейроны, вовлеченные в по-
зитивную регуляцию синтеза и секреции гонадолиберина, и, напротив, ингибирует
нейроны, экспрессирующие нейропептид Y и агути-подобный пептид, которые
негативно влияют на высвобождение гонадолиберина [39–42]. Обработка ХГЧ су-
щественно подавляла экспрессию генов, кодирующих рецептор гонадолиберина и
β-субъединицы ЛГ и ФСГ в гонадотрофах, что обусловлено запуском отрицатель-
ных обратных связей, в том числе вследствие повышения уровня тестостерона в
крови. В то же время ТП03, для которого был характерен сравнительно мягкий сте-
роидогенный эффект, в меньшей степени влиял на экспрессию генов LHbeta и
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FSHbeta, хотя и значимо снижал экспрессию гена рецептора гонадолиберина.
Сравнительно давно ряд авторов, исследуя самцов крыс различного возраста, по-
казали, что их обработка с помощью ХГЧ приводила к снижению экспрессии гена
LHbeta в гипофизе и к значительному снижению уровня эндогенного ЛГ в крови,
причем этот эффект зависел от дозы гонадотропина и степени повышения продук-
ции андрогенов [43, 44].

В настоящем исследовании в семенниках всех изученных групп крыс с обработ-
кой ХГЧ нами показано значительное подавление экспрессии гена, кодирующего
ЛГР, что может быть обусловлено запуском даун-регуляции ЛГР при их длитель-
ной стимуляции экзогенными гонадотропинами с ЛГ-активностью [21, 44]. При
этом ТП03, как и другие ранее изученные нами аллостерические ЛГР-агонисты,
слабо влияет на экспрессию ЛГР [20, 21]. Это может быть обусловлено их более вы-
сокой селективностью в отношении внутриклеточных сигнальных каскадов, по-
скольку мишенями ТП03 и его аналогов являются в основном цАМФ-зависимые
сигнальные пути (ЛГР/Gs-белок/аденилатциклаза/протеинкиназа А) [45, 46], в то
время как другие пути, включая β-аррестиновые, ответственные за эндоцитоз и деграда-
цию лиганд-активированных ЛГР, активируются аллостерическими ЛГР-агонистами в
существенно меньшей степени [46, 47].

Таким образом, впервые показано, что ТП03, аллостерический агонист ЛГР на
основе тиено[2,3-d]-пиримидина, демонстрирует умеренно выраженный стимули-
рующий эффект на тестикулярный стероидогенез у самцов крыс с ДИО, не оказы-
вая ингибирующего влияния на экспрессию гена ЛГР в семенниках и умеренно
снижая экспрессию гена ЛГ в аденогипофизе. Если при однократном введении
ТП03 ДИО-крысам его стероидогенный эффект сопоставим с таковым в контроль-
ной группе, то при длительном (5 дней) введении он существенно ему уступает.
Стероидогенный эффект ХГЧ при его однократном введении крысам с ожирением
значимо ниже, чем таковой в контроле, но сопоставим с ним при длительном вве-
дении гонадотропина, и существенно превосходит стероидогенные эффекты
ТП03. В отличие от ТП03, ХГЧ значительно снижает экспрессию ЛГР в семенни-
ках и в большей степени ингибирует экспрессию гена ЛГ в гонадотрофах, что ука-
зывает на отчетливо выраженную активацию отрицательных обратных связей в ги-
поталамо-гипофизарно-гонадной оси при обработке животных ХГЧ. Длительная
МФ терапия частично восстанавливает андрогенный статус, при этом существенно
не влияя на экспрессию генов стероидогенеза в семенниках. В условиях МФ тера-
пии стероидогенные эффекты обоих изученных ЛГР-агонистов не повышаются,
что указывает на отсутствие потенцирующего влияния на них длительной МФ об-
работки. Полученные результаты указывают на перспективы применения аллосте-
рических и ортостерических ЛГР-агонистов для стимуляции тестикулярного сте-
роидогенеза и на эффективность длительной МФ терапии для нормализации про-
дукции тестостерона при ДИО, что может быть транслировано в клинику для
коррекции репродуктивных расстройств, ассоциированных с ожирением и метабо-
лическим синдромом. При этом совместное применение МФ и ЛГР-агонистов при
ДИО представляется нецелесообразным, в отличие от СД2 с ожирением и характер-
ными для него более тяжелыми метаболическими и гормональными нарушениями.
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Steroidogenic Effect of Luteinizing Hormone Receptor Agonists and Metformin
in Male Rats with Androgenic Deficiency Caused by Diet-Induced Obesity

A. A. Bakhtyukova, K. V. Derkacha, *, I. A. Lebedeva,
V. N. Sorokoumova, b, and A. O. Shpakova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bInstitute of Chemistry, St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
*e-mail: derkatch_k@list.ru

In obese men, along with metabolic disorders and insulin resistance, testosterone levels
are decreased and reproductive system functions are impaired. One of the ways to cor-
rect them may be the use of agonists of luteinizing hormone receptor (LHR) and antidi-
abetic drugs, but the mechanisms of their effect on the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis have not been studied enough. The aim of the work was to study the effects of long-
term MF therapy (5 weeks, 120 mg/kg) and five-day treatment with LHR agonists, such
as human chorionic gonadotropin (hCG, 20 IU/rat/day, s.c.) and allosteric agonist
TP03 (15 mg/kg/day, i.p.), on the blood testosterone levels and the expression of testicu-
lar and pituitary genes in male rats with long-term diet-induced obesity (DIO). TP03
moderately stimulated testosterone production in male rats with DIO without having an
inhibitory effect on LHR expression in the testes and only weakly reducing the expres-
sion of the LH β-subunit gene in the pituitary gland. After a single administration into
DIO-rats, the steroidogenic effect of TP03 was comparable to that in the control group,
but after a five-day administration, it was significantly inferior to it. In DIO-rats, the
steroidogenic effect of hCG after a single administration was lower than that in the con-
trol, but comparable to that after a five-day administration of hCG, and significantly ex-
ceeded the corresponding effects of TP03. Unlike TP03, hCG significantly reduced
LHR expression in the testes and more pronouncedly inhibited LH expression in the pi-
tuitary gland. MF treatment restored the androgenic status without significantly affect-
ing the expression of steroidogenesis genes in the testes. There was no increase in the ste-
roidogenic effects of both LHR agonists in the MF-treated groups. The results obtained
indicate the prospects for the use of TP03 and hCG to stimulate testicular steroidogene-
sis and the effectiveness of MF therapy to normalize testosterone production in DIO,
which can be used to correct reproductive disorders in obesity. At the same time, in
DIO, the combined use of MF and LHR agonists seems to be inappropriate.

Keywords: gonadotropin, allosteric agonist, luteinizing hormone receptor, metformin,
obesity, androgen deficiency, testes
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