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Синдром поликистозных яичников (СПКЯ)  – одно из наиболее распространенных 
эндокринных расстройств у женщин, приводит к снижению репродуктивного потен-
циала и бесплодию. Для его изучения применяют модели на грызунах, в том числе 
индуцированные дегидроэпиандростероном (ДГЭА). Однако они недостаточно изуче-
ны, в  том числе в плане стимуляции овуляции у СПКЯ-крыс агонистами лютеини-
зирующего гормона, и  это затрудняет их применение для разработки подходов для 
лечения СПКЯ. Цель работы состояла в  сравнительном изучении и характеристике 
морфологических и биохимических показателей у животных с двумя наиболее часто 
применяемыми моделями СПКЯ, индуцированными шестинедельной обработкой не-
половозрелых (23–25 дней) и трехнедельной обработкой препубертатных (45–47 дней) 
самок крыс с помощью ДГЭА, а также в оценке эффективности стимуляции овуляции 
у СПКЯ-крыс с помощью TP03, разработанного нами низкомолекулярного агониста 
рецептора лютеинизирующего гормона. Шестинедельная обработка ДГЭА неполо-
возрелых самок крыс приводила к развитию морфологии поликистозных яичников, 
снижению уровня прогестерона в крови и экспрессии овариальных генов, кодирую-
щих ключевые стероидогенные белки (CYP11A1, CYP17A1) и  металлопротеиназу 
ADAMTS-1, маркера овуляции. Обработка TP03 повышала уровень прогестерона, 
усиливала экспрессию генов Cyp11a1, Cyp17a1 и Adamts-1 и приводила к образованию 
желтых тел, но значительная часть из них была представлена лютеинизированными 
неразорвавшимися фолликулами. Трехнедельная обработка ДГЭА препубертатных 
самок также приводила к характерным чертам СПКЯ, но в меньшей степени влияла 
на экспрессию гена Adamts-1 и не вызывала образования дефектных желтых тел при 
стимуляции TP03. В этом случае среди СПКЯ-крыс были идентифицированы две под-
группы – с относительно низким и высоким уровнем прогестерона. Они существенно 
различались по экспрессии гена Cyp17a1 и по эффективности образования желтых тел 
нового цикла после обработки TP03. Таким образом, более длительная модель СПКЯ, 
индуцируемая ДГЭА у неполовозрелых самок крыс, хорошо подходит для изучения 
функциональных нарушений при тяжелых формах СПКЯ, в  то время как модель 
СПКЯ, генерируемая у препубертатных крыс трехнедельной обработкой ДГЭА, бо-
лее пригодна для изучения умеренно выраженных форм СПКЯ и оптимизации выбора 
стимуляторов овуляции, эффективных при этом заболевании. 
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ВВЕДЕНИЕ

Синдром поликистозных яичников (СПКЯ) является одним из наиболее широко 
распространенных эндокринных расстройств у  женщин, развиваясь обычно в  пре- 
и  пубертатном периодах  [1]. Его распространенность варьирует в  зависимости от 
изучаемой популяции, возрастного состава и  этнических особенностей, затрагивая 
в  среднем от 10 до  13% женщин, что составляет более 140  миллионов пациенток 
с СПКЯ в мире [2, 3]. Морфологические признаки поликистозных яичников выявля-
ются у гораздо большего числа женщин – в среднем у 22% [4]. В соответствии с Ме-
ждународными критериями доказательной медицины (International Evidence-based 
Guideline Criteria) СПКЯ диагностируется на  основании как минимум двух призна-
ков – дисфункции яичников, клинической или биохимической гиперандрогении и/или 
морфологии мультифолликулярных яичников  [5–7]. Ведущим фактором в этиологии 
и патогенезе СПКЯ является гиперандрогения, которая встречается в среднем у 75% 
женщин с СПКЯ [8–12]. Имеются данные геномного анализа, демонстрирующие тес-
ную взаимосвязь между риском развития СПКЯ с экспрессией и полиморфизмами ге-
нов, ответственных за стимуляцию продукции андрогенов [13]. 

Для изучения СПКЯ обычно используют модели на грызунах, причем наиболее ре-
левантными являются те из них, которые обусловлены негативным влиянием избытка 
андрогенов (гиперандрогении) на функции яичников у животных различного возраста, 
в том числе в пренатальный период развития. Для индукции СПКЯ самок грызунов 
обрабатывают андрогенами – тестостероном, дегидротестостероном или дегидроэпи-
андростероном (ДГЭА), а  также ингибитором ароматазы летрозолом, вызывающим 
накопление андрогенов в организме вследствие подавления их конверсии в эстроге-
ны [14, 15]. Одной из наиболее часто используемых является модель СПКЯ, индуциро-
ванная ДГЭА, андрогеном адренокортикального происхождения. ДГЭА превращается 
в андростендион с помощью 3β-гидроксистероиддегидрогеназы (3β-HSD) и в тесто-
стерон с  помощью 17β-гидроксистероиддегидрогеназы (17β-HSD), результатом чего 
является повышение уровня андрогенов в крови [14]. Помимо гиперандрогении дли-
тельная обработка ДГЭА приводит к формированию морфологии поликистозных яич-
ников, нарушению овуляции, дисфункциям в созревании фолликулов, ряду метаболи-
ческих и гормональных нарушений [16]. 

Несмотря на большое число работ, описывающих ДГЭА-индуцированные модели 
СПКЯ на  грызунах, они недостаточно охарактеризованы и  валидированы. Отсутст-
вуют исследования, включающие комплексный анализ таких показателей, как стадия 
эстрального цикла, морфология яичников, содержание гормонов и метаболитов в кро-
ви, экспрессия овариальных генов. У грызунов с ДГЭА-моделями СПКЯ, как правило, 
не развивается резистентность к инсулину, что отличает их от СПКЯ у человека [17]. 
Нет данных по сравнительному анализу моделей, которые начинают индуцировать 
на различных стадиях полового созревания и имеющих различную продолжительность 
обработки ДГЭА. При моделировании СПКЯ у самок крыс с помощью ДГЭА боль-
шинство авторов предпочитают использовать неполовозрелых самок крыс, что облег-
чает индукцию СПКЯ и его мониторинг, но по этиологии и патогенезу такая “ранняя” 
модель существенно отличается от СПКЯ у человека [17–21]. Ряд авторов для индук-
ции ДГЭА-модели используют препубертатных и половозрелых самок крыс, и такие 
модели имеют ряд преимуществ перед “ранней” моделью, но более сложны в плане 
стандартизации процедур и оценки морфофункциональных и гормональных характе-
ристик [22, 23]. Сведения о влиянии гонадотропинов и низкомолекулярных агонистов 
рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГ) на гормональные показатели, экспрессию 
овариальных генов и образование желтых тел (ЖТ) у самок крыс с ДГЭА-индуциро-
ванным СПКЯ отсутствуют. Имеется лишь одна работа о  стимулирующем влиянии 
агониста гонадолиберина на овуляцию у мышей с ДГЭА-моделью СПКЯ [24]. Все это 
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не позволяет оценить эффективность этих стимуляторов овуляции у таких животных 
и затрудняет разработку и оптимизацию фармакологических подходов для контроли-
руемой индукции овуляции при СПКЯ. 

В соответствии с вышесказанным, целью работы было в сравнительном аспекте ис-
следовать и охарактеризовать по морфологическим и биохимическим показателям две 
модели СПКЯ, индуцированные шестинедельной обработкой неполовозрелых (возраст 
23–25 дней) и трехнедельной обработкой препубертатных (возраст 45–47 дней) самок 
крыс с  помощью ДГЭА, а  также оценить влияние на  них стимуляции TP03. Выбор 
продолжительности обработки в каждом случае обусловлен наиболее часто применяе-
мыми подходами для ДГЭА-индуцированного СПКЯ у крыс. Выбор TP03 обусловлен 
тем, что этот аллостерический агонист рецептора ЛГ, как и его структурный гомолог 
TP4/2, с высокой эффективностью стимулирует овариальный стероидогенез и овуля-
цию у здоровых самок крыс [25–27]. В этом отношении он не уступает хорионическо-
му гонадотропину человека (ХГЧ) и другому аллостерическому агонисту – соедине-
нию Org43553, созданному голландскими учеными  [28]. Проведенное исследование 
необходимо как для обоснованного выбора ДГЭА-индуцированных моделей СПКЯ, 
релевантных в отношении изучения патогенетических характеристик этого заболева-
ния и поиска оптимальных путей его фармакотерапии, так и для оценки потенциаль-
ной гетерогенности животных с развившимся СПКЯ. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использовали неполовозрелых и препубертатных самок крыс ли-
нии Wistar, возраст которых в начале эксперимента составлял соответственно 23–25 
и 45–47 дней. 

Препарат “Фоллимаг” с  удельной активностью 1000  МЕ/флакон, представля-
ющий собой выделенный из сыворотки крови жеребых кобыл гонадотропин с по-
добной фолликулостимулирующему гормону активностью, был получен из фирмы 
“Мосагроген” (Москва, Россия). TP03, 5-амино-N-трет-бутил-2-(метилсульфанил)-
4-(3-(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]-пиримидин-6-карбоксамид, наделенный 
активностью аллостерического агониста рецептора ЛГ, был синтезирован, очищен 
и охарактеризован по физико-химическим показателям, как описано ранее [29]. Це-
трореликс, антагонист гонадолиберина, был получен от фирмы “Macklin” (КНР), 
ДГЭА – от фирмы “ACMEC Biochemical Co. Ltd.” (КНР). Другие реагенты, использо-
ванные в работе, были получены от фирмы “Sigma-Aldrich” (США). Концентрацию 
овариальных стероидных гормонов, прогестерона и эстрадиола, оценивали с помо-
щью наборов “Прогестерон-ИФА” и “Эстрадиол-ИФА” фирмы “ХЕМА” (Россия). 

Для индукции СПКЯ у неполовозрелых самок крыс (возраст 23–25 дней) живот-
ным в  течение 6 недель п/к вводили ДГЭА в  суточной дозе 6  мг/100  г массы тела 
в виде раствора в кунжутном масле (в объеме 200 мкл). Контрольным животным вме-
сто ДГЭА в том же объеме и в те же сроки вводили кунжутное масло. В течение 5-й 
и 6-й недель оценивали стадию эстрального цикла, а уровни прогестерона и эстради-
ола первоначально измеряли в середине 6-й недели. Животных, которые находились 
длительное время (по результатам мониторинга стадий эстрального цикла) в фазе 1 
диэструса (d1) и имели сниженный (не менее чем на 30% от среднего уровня в контр-
оле) уровень прогестерона в  крови, рассматривали как крыс с  развившимся СПКЯ. 
Их случайным образом делили на две группы. Первой из них вводили сначала Фолли-
маг (15 МЕ/крысу, п/к) для стимуляции поздних стадий фолликулогенеза, а через 48 ч 
TP03 (25 мг/кг массы тела, в/б, раствор в 200 мкл диметилсульфоксида (ДМСО)) для 
индукции овуляции. Второй группе, как и контрольным животным, в тех же объемах 
и в те же сроки вводили растворители препаратов. Через 16 ч после введения TP03 
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или ДМСО животных декапитировали под наркозом (хлоралгидрат, 400 мг/кг), заби-
рали образцы крови для анализа гормонов и яичники для морфологического анализа 
и оценки экспрессии генов цитохромов CYP11A1 и CYP17A1, ферментов овариаль-
ного стероидогенеза, и гена Adamts-1 как маркера овуляции. Контрольных крыс дека-
питировали в стадии d1. Таким образом формировали следующие группы – контроль 
(C1, n = 6), животные с ДГЭА-индуцированным СПКЯ, без обработки TP03 (PCOS1, 
n = 6) и с таковой (PCOS1+TP03, n = 6). 

Для индукции СПКЯ у  препубертатных самок крыс (возраст 45–47  дней) ДГЭА 
вводили в той же дозе и в том же режиме, что и неполовозрелым животным, но в тече-
ние 3 недель. Контрольным животным того же возраста вместо ДГЭА вводили кунжут-
ное масло. В конце 3-й недели у животных оценивали уровни прогестерона и эстра-
диола. На 2-й и 3-й неделе после обработки ДГЭА у самок крыс брали вагинальные 
мазки для оценки фаз эстрального цикла. Животных, которые имели нарушенный 
эстральный цикл (отсутствие фазы эструс, преобладание фазы d1, переход из фазы 
d2/проэструс или проэструса сразу в фазу d1) и находились преимущественно в фазе 
d1, рассматривали как крыс с СПКЯ, что соответствует критериям, представленным 
в работе [30]. Крыс с верифицированным СПКЯ случайным образом делили на 2 груп-
пы. Одной группе вводили Фоллимаг (15 МЕ/крысу, п/к) и дважды с перерывом в 24 ч 
цетрореликс, антагонист гонадолиберина (100 мкг/крысу, п/к, первый раз одновремен-
но с Фоллимагом). Через 48 ч после обработки Фоллимагом животных стимулирова-
ли TP03 (25 мг/кг, в/б). Дозы препаратов выбирали как на основе наших данных по 
индукции овуляции у  здоровых самок крыс  [25–27], так и пилотных экспериментов 
по стимуляции овариального стероидогенеза и  овуляции у  животных с  СПКЯ. Вто-
рая группа СПКЯ-крыс, как и  контрольные животные, вместо препаратов получала 
только их растворители. Таким образом формировали 3 группы – контроль (C2, n = 6), 
животные с ДГЭА-индуцированным СПКЯ без стимуляции TP03 (PCOS2, n = 8) и со 
стимуляцией TP03 (PCOS+TP03, n = 6). 

Определение фазы эстрального цикла у  самок крыс осуществляли путем микро-
скопического изучения вагинального мазка, по стандартной методике  [31, 32]. Для 
этого ежедневно в 11:00 у животных забирали мазки, для чего переднюю часть тела 
фиксировали и, поднимая крысу за хвост, осматривали преддверие влагалища. Ватный 
тампон, смоченный в физиологическом растворе, вводили во влагалище и несколько 
раз проворачивали. Мазок переносили с тампона на предметное стекло и высушивали 
на воздухе. Стадии эстрального цикла определяли по соотношению ядросодержащих 
эпителиоцитов, безъядерных ороговевших эпителиоцитов и лейкоцитов. 

Морфологический анализ яичников осуществляли, как описано ранее  [26], для 
чего образцы яичников сначала фиксировали (48 ч, 4 °C) в 4%-ном растворе пара-фор-
мальдегида в Na-фосфатном буфере (20 мМ, pH 7.4, 0.9%-ный раствор NaCl), затем 
после промывки тем же буфером для криопротекции помещали в  30%-ный раствор 
сахарозы (4  °C) и  далее замораживали на  сухом льду, используя среду Tissue-Tek® 
(“Sacura, Finetek Europe”, Голландия). Продольные срезы толщиной 10  мкм получа-
ли с помощью криостата Leica CM-1520 (“Leica Microsystems”, Германия), и каждый 
четвертый срез в серии монтировали на предметное стекло Super-Frost (“Menzel”, Бер-
лин, Германия). После промывки фосфатным буфером и обработки 50%-ным этанолом 
(3  мин) срезы окрашивали гематоксилином и  эозином, после чего срезы заключали 
под покровное стекло с помощью глицерина. Анализ срезов проводили, используя ми-
кроскоп Carl Zeiss Imager A1 (“Carl Zeiss”, Германия) и программное обеспечение Zen 
3.4. На срезах подсчитывали число третичных и  предовуляторных фолликулов, ЖТ 
и фолликулярных кист. Для получения иллюстраций стекла со срезами сканировали 
с помощью сканнера CanoScan 8800F (“Canon”, Япония) и обрабатывали с помощью 
программы Photoshop CS6. 
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Для оценки экспрессии генов из яичников с  помощью реагента ExtractRNA 
(“Евроген”, Россия) выделяли суммарную РНК, затем проводили обратную 
транскрипцию с помощью набора MMLV RT Kit (“Евроген”, Россия) для получения 
кДНК. Полуколичественную RT-ПЦР проводили с  использованием амплификатора 
Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System (“Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific Inc.”, США) в  смеси, которая содержала 0.4  мкМ прямого и  обратного 
праймера, используя набор qPCRmix-HS SYBR+Low ROX (“Евроген”, Россия). 
В  работе использовали следующие праймеры: для гена Cyp11a1  – TATTCCGCTTT-
GCCTTTGAG (For) и  CACGATCTCCTCCAACATCC (Rev), для гена Cyp17a1  – 
CATCCCCCACAAGGCTAAC (For) и  TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA (Rev), для 
гена Adamts-1 – CTGCTGCCCTCAGGTGTAAA (For) и TGAGTGGACTAAAGCTGC-
GG (Rev). В качестве референсных использовали гены актина B (Actb) и 18S рРНК. 
Для расчета использовали метод дельта-дельта Ct, представляя данные как кратность 
экспрессии гена по отношению к его экспрессии в контроле, используя программное 
обеспечение 7500 Software v2.0.6 и Expression Suite Software v1.0.3 (США). 

Статистический анализ данных осуществляли с помощью программы IBM SPSS 
Statistics 26 (“IBM”, США). Нормальность распределения проверяли критерием 
Колмогорова–Смирнова, равенство дисперсий с  помощью критерия Левена. 
В случае сравнения трех групп при условии нормального распределения применяли 
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA), представляя как Mean  ±  SEM. 
Попарное сравнение проводили с использованием t-критерия для двух независимых 
выборок. При ненормальном распределении применяли критерий Краскела–Уоллиса 
для нескольких независимых выборок, и  далее проводили попарное сравнение 
с помощью U-критерия Манна–Уитни с поправкой Бонферрони. Данные непараметри-
ческого теста представляли как медиану и  межквартильные интервалы (25%; 75%). 
Различия считали достоверными при уровне значимости p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела и уровни случайной глюкозы в крови у контрольных самок крыс и у жи-
вотных с моделью СПКЯ, которую вызывали обработкой ДГЭА, начиная с возраста 
23–25 дней, в том числе в СПКЯ-группе с обработкой TP03, не различались (табл. 1). 
Не было найдено значимых различий в уровне эстрадиола в крови, причем как через 
5½ недель после индукции СПКЯ, так и в конце эксперимента через 16 ч после введе-
ния индуктора овуляции TP03 или его растворителя (табл. 1). В то же время уровень 
прогестерона в группах с СПКЯ был снижен в сравнении с контролем и после обработ-
ки TP03 повышался при сравнении с группами C1 и PCOS1, что указывает на стимули-
рующее воздействие TP03 на овариальный стероидогенез (табл. 1). 

Морфологический анализ показал, что в яичниках крыс группы PCOS1 в сравнении 
с контролем значимо снижено число третичных фолликулов и ЖТ предыдущего цикла 
при сопоставимом числе предовуляторных фолликулов, а также выявляются фоллику-
лярные кисты (табл. 2). При стимуляции TP03 PCOS1-крыс было отмечено появление 
ЖТ нового цикла, хотя различий с группой PCOS1 в количестве третичных и предову-
ляторных фолликулов и фолликулярных кист обнаружено не было (табл. 2). При этом 
на фоне овуляции в группе PCOS1+TP03 было отмечено значительное число лютеи-
низированных неразорвавшихся фолликулов, число которых в этой группе составило 
4.0 ± 0.4. Они характеризовались большим размером и были заполнены лютеинизиро-
ванными клетками по периферии, с центральным расположением яйцеклетки (рис. 1). 

Масса тела и уровень случайной глюкозы в крови у самок крыс с моделью СПКЯ, 
которую генерировали ДГЭА с возраста 45–47 дней, как и в “ранней”, но более дли-
тельной модели, от контроля не отличались. Обработка цетрореликсом, Фоллимагом 
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и TP03 (группа PCOS2+TP03) на них значимо не влияла. Так, в группах C2, PCOS2 
и PCOS2+TP03 масса тела составляла 191.3 ± 7.1, 196.4 ± 5.7 и 205.3 ± 8.4 г, уровни 
глюкозы – 5.7 ± 0.2, 6.2 ± 0.2 и 5.8 ± 0.2 мМ соответственно, и различия между груп-
пами не были значимыми (p > 0.05). Уровень эстрадиола был повышен у СПКЯ-крыс 
в сравнении с контролем (0.44 (0.37; 0.70) vs 0.24 (0.19; 0.27), p = 0.002), а стимуляция 
животных TP03 снижала его до такового в группе C2 (рис. 2a). 

В случае уровней прогестерона в крови наблюдали отчетливо выраженное распределе-
ние этих значений на два кластера – с относительно высоким и низким уровнями гормона. 

Таблица 1. Масса тела, уровни глюкозы и содержание эстрадиола и прогестерона в крови 
контрольных крыс и животных с СПКЯ, индуцированным обработкой ДГЭА, начиная 
с возраста 23–25 дней, и влияние на эти показатели TP03 

Показатель С1 PCOS1 PCOS1+TP03

Масса тела, г 225 ± 7 207 ± 4 208 ± 10

Глюкоза, мМ 6.5 ± 0.3 7.0 ± 0.2 7.3 ± 0.2

Эстрадиол, пМ (5½) 0.38 ± 0.05 0.36 ± 0.03 0.29 ± 0.03

Эстрадиол, пМ (f) 0.44 ± 0.06 0.30 ± 0.04 0.33 ± 0.05

Прогестерон, пМ (5½) 15.84 (11.39; 27.54) 6.13 (4.54; 7.25) a 4.15 (3.34; 5.28) a

Прогестерон, пМ (f) 19.7 ± 1.7 10.5 ± 1.6 a 33.0 ± 3.2 a, b

 “5½” – уровни гормонов определены через 5½ недель после обработки ДГЭА; “f” – уровни гормонов опре-
делены в  конце эксперимента, через 6 недель обработки ДГЭА и  через 16  ч после введения ДМСО или 
индукции овуляции с помощью TP03. Различия с группами C1 (a) и PCOS1 (b) статистически значимы при 
p < 0.05. Данные, имеющие нормальное распределение, представлены как M ± SEM. Для уровня прогестеро-
на через 5½ недель после обработки ДГЭА данные имели ненормальное распределение и были представле-
ны как среднее и межквартильный интервал (25%; 75%). В каждой группе n = 6. 

Таблица 2. Третичные и предовуляторные фолликулы и ЖТ в яичниках контрольных крыс 
и животных с СПКЯ, индуцированным в возрасте 23–25 дней, и влияние на них TP03 

Показатель C1 PCOS1 PCOS1+TP03

Третичные фолликулы, шт. 24.7 ± 1.4 7.7 ± 1.8 a 10.7 ± 2.2 a

Предовуляторные фолликулы, шт. 4.0 (3.0; 5.25) 4.0 (1.75; 4.25) 6.0 (1.75; 9.0)

ЖТ предыдущего цикла, шт. 8.5 ± 0.8 2.8 ± 0.5 a Не определяли *

ЖТ нового цикла, шт. Нет Нет 2.5 ± 0.2 **

Кисты, шт. Нет 5.0 (1.75; 7.25) a 4.5 (2.25; 6.25) a

Различия с группой C1 (a) статистически значимы при p < 0.05. * – при появлении в яичниках крыс группы 
PCOS1+TP03 ЖТ нового цикла, образовавшиеся в  предыдущем цикле ЖТ уже частично деградировали, 
вследствие чего указание их количества не является релевантным при сравнении этого показателя с тако-
выми в группах C1 и PCOS1. ** – наряду с ЖТ нового цикла в яичниках крыс группы PCOS1+TP03 иден-
тифицированы лютеинизированные неразорвавшиеся фолликулы, представляющие собой дефектные ЖТ. 
Данные, имеющие нормальное распределение, представлены как M ± SEM, в то время как данные, имеющие 
ненормальное распределение, представлены как медиана и межквартильный интервал (25%; 75%). В каждой 
группе n = 6. 
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В группе PCOS2 три крысы из восьми имели повышенный уровень прогестерона, в группе 
PCOS2+TP03 до обработки цетрореликсом, Фоллимагом и TP03 было по 3 животных в ка-
ждом кластере (рис. 2b). В подгруппе с высоким уровнем прогестерона (n = 6), объединяю-
щей крыс из групп PCOS2 и PCOS2+TP03 до стимуляции, отмечали значимое повышение 
уровня гормона по сравнению с группой C2 (184 (155; 306) vs 19 (13; 24), p = 0.004), в то 
время как в подгруппе с низким уровнем прогестерона (n = 8), объединяющей крыс из тех 
же групп, различия с контролем отсутствовали (28 (12; 50) vs 19 (13; 24), p > 0.05). Уровень 
эстрадиола в  обеих объединенных подгруппах, различающихся уровнем прогестерона, 
был выше, чем в группе C2 (0.52 ± 0.08 и 0.46 ± 0.07 vs 0.23 ± 0.02, p < 0.05). 

Через 16  ч после стимуляции СПКЯ-крыс уровень прогестерона был выше, чем 
в контроле, но не отличался от такового в группе PCOS2, что обусловлено изначаль-
но высоким уровнем гормона у части крыс с СПКЯ (рис. 2b). Следует отметить, что 
у двух крыс с изначально низким уровнем прогестерона после их стимуляции TP03 
отмечали его повышение в 4–6 раз. 

Морфологический анализ яичников крыс группы PCOS2 показал значимое сниже-
ние по сравнению с группой C2 числа третичных фолликулов и ЖТ, образовавшихся 
в предыдущих циклах, при отсутствии в группах C2 и PCOS2 ЖТ нового цикла и нали-
чии в группе PCOS2 фолликулярных кист. При стимуляции СПКЯ-крыс TP03 отмечали 
образование ЖТ нового цикла при сохранении сниженного, по сравнению с группой 
C2, числа третичных фолликулов (табл.  3, рис.  3). Среди 3 животных с  изначально 
высоким уровнем прогестерона только одна крыса имела ЖТ нового цикла, тогда как 
все три крысы с изначально низким уровнем прогестерона имели ЖТ нового цикла. 

На заключительном этапе в яичниках оценивали экспрессию генов Cyp11a1 и Cy-
p17a1, кодирующих цитохромы CYP11A1 и  CYP17A1, вовлеченные в  овариальный 
стероидогенез, и гена Adamts-1, кодирующего металлопротеиназу ADAMTS-1, марке-
ра овуляции. Показано снижение экспрессии всех трех генов в яичниках СПКЯ-крыс 
с  шестинедельной обработкой ДГЭА и  отсутствие ее значимых изменений у  крыс 
с СПКЯ, индуцированным в более позднем возрасте трехнедельной обработкой ДГЭА 
(рис. 4). Стимуляция TP03 значительно усиливала экспрессию гена Cyp17a1 у  крыс 
в обеих моделях СПКЯ. Для гена Cyp11a1 показано слабо выраженное повышение его 
экспрессии в группе PCOS1+TP03, причем этот показатель был ниже, чем в контроле 
(рис. 4). В случае гена Adamts-1 в обеих моделях отмечено повышение его экспрессии 
по сравнению с  СПКЯ-крысами без обработки, но различия с  контролем выявлены 
только в модели с поздней индукцией заболевания (рис. 4). 

(a) (b) (c)

CL1

CL1
CL1

CL1

CL2 CL2
CL1

PF

PF

PF

PF

PF

Cyst
Cyst

Cyst

Luf Luf

Рис. 1. Срезы яичников контрольных крыс и животных с СПКЯ, индуцированным шестинедельной обработ-
кой ДГЭА, начиная с возраста 23–25 дней, а также у СПКЯ-крыс через 16 ч после стимуляции TP03. (a) – С1, 
(b) – PCOS1, (c) – PCOS1+TP03. PF – предовуляторные фолликулы, CL1 – ЖТ предыдущего цикла, CL2 – ЖТ 
нового цикла, появившиеся при стимуляции TP03, Luf – лютеинизированные неразорвавшиеся фолликулы, 
Cyst – фолликулярные кисты. Толщина срезов составляет 10 мкм, окраска гематоксилин/эозином. Масштаб 
изображений на всех фотографиях 1 мм. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Значительная часть пациентов с СПКЯ имеет выраженную гиперандрогению, при-
чем повышенный уровень андрогенов, в том числе в препубертатном периоде, рассма-
тривают как один из ключевых факторов развития СПКЯ. Вследствие этого для его мо-
делирования на животных наиболее часто применяют длительное введение андрогенов, 
в том числе ДГЭА. Несмотря на широкое применение ДГЭА-индуцированных моделей 
для изучения СПКЯ, они по-прежнему недостаточно охарактеризованы [14, 16]. При-
нято считать, что наиболее подходящей для изучения СПКЯ является модель, индуци-
руемая обработкой ДГЭА неполовозрелых самок крыс, поскольку по срокам развития 
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Рис. 2. Концентрации эстрадиола и прогестерона в крови контрольных самок крыс и животных с СПКЯ, 
индуцированным в возрасте 45–47 дней трехнедельной обработкой ДГЭА, и влияние на них TP03. Различия 
с группой C2 (a) статистически значимы при p < 0.05. Различия в группе PCOS2+TP03 (с) до и после сти-
муляции ТР03 статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены, как медиана и межквартильный 
интервал (25%; 75%). В группе PCOS2 n = 8, в остальных группах n = 6. 

Таблица 3. Третичные и предовуляторные фолликулы и ЖТ в яичниках контрольных крыс 
и животных с СПКЯ, индуцированным в возрасте 45–47 дней, и влияние на них TP03 

C2, n = 6 PCOS2, n = 8 PCOS2+TP03, n = 6

Третичные фолликулы, шт. 19.0 (13.5; 24.25) 6.5 (5.25; 10) a 8.0 (4.0; 11.0) a

Предовуляторные фолликулы, шт. 3.5 ± 1.0 2.3 ± 0.8 1.5 ± 0.4

ЖТ предыдущего цикла, шт. 6.2 ± 0.7 3.5 ± 0.5 a Не определяли

ЖТ нового цикла, шт. Нет Нет 1.5 ± 0.5

Кисты, шт. Нет 4.0 (3.0; 6.5) a 3.5 (2.5; 4.25) a

Различия с группой C2 (a) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SЕМ и как 
медиана и межквартильный интервал (25%; 75%). 
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она близка СПКЯ у человека, которая обычно обусловлена негативным воздействием 
избытка андрогенов на яичники в препубертатный период [30]. Эта модель характеризу-
ется достаточно выраженными функциональными нарушениями в яичниках, что позво-
ляет использовать ее для изучения патогенетической картины тяжелых форм СПКЯ, но, 
с другой стороны, затрудняет ее применение для разработки и апробации подходов для 
лечения СПКЯ. Для этой цели в большей степени подходят более мягкие модели СПКЯ, 
которые генерируются менее продолжительной обработкой ДГЭА крыс в препубертат-
ном возрасте, что и подтверждают данные, полученные в настоящем исследовании. 

Нами установлено, что в яичниках крыс с СПКЯ, вызванным шестинедельной об-
работкой ДГЭА неполовозрелых самок крыс, в  значительной степени снижалась экс-
прессия генов цитохромов CYP11A1 и CYP17A1. Цитохром CYP11A1 в клетках теки 
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Рис. 3. Срезы яичников контрольных крыс и животных с СПКЯ, индуцированным трехнедельной обработ-
кой ДГЭА, начиная с возраста 45–47 дней, а также у СПКЯ-крыс через 16 ч после стимуляции TP03. (a) – С2, 
(b) – PCOS2, (c) – PCOS2+TP03. PF – предовуляторные фолликулы, CL1 – ЖТ предыдущего цикла, CL2 – ЖТ 
нового цикла, появившиеся при стимуляции TP03, Cyst – фолликулярные кисты. Толщина срезов составляет 
10 мкм, окраска гематоксилин/эозином. Масштаб изображений на всех фотографиях 1 мм. 
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Рис. 4. Экспрессия генов Cyp11a1, Cyp17a1 и Adamts-1 в яичниках крыс с СПКЯ, вызванным шестинедель-
ной (с возраста 23–25 дней) или трехнедельной (с возраста 45–47 дней) обработкой ДГЭА, и влияние на них 
TP03. Различия с контрольными (C1, C2) (a) и СПКЯ-животными без обработки (PCOS1, PCOS2) (b) стати-
стически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SЕМ или как медиана и межквартильный 
интервал (25%; 75%). В группе PCOS2 n = 8, в остальных группах n = 6.
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яичников в ответ на стимуляцию ЛГ катализирует превращение холестерина в прегне-
нолон [33, 34], в то время как цитохром CYP17A1 катализирует ключевые стадии ова-
риального стероидогенеза  – конверсию прегненолона в  17-ОН-прегненолон и  затем 
в ДГЭА и конверсию прогестерона в 17-ОН-прогестерон и затем в андростендион [35]. 
Выявленное нами снижение экспрессии генов Cyp11a1 и Cyp17a1 было ассоциировано 
с  ослаблением овариального стероидогенеза, что иллюстрируется снижением уровня 
прогестерона в крови крыс группы PCOS1. Мы предполагаем, что причиной снижения 
экспрессии Cyp11a1 и Cyp17a1 является длительное, на протяжении 6 недель, введение 
ДГЭА, одного из продуктов катализируемой CYP17A1 ферментативной реакции. Важно 
отметить, что у пациенток с СПКЯ отмечается тесная взаимосвязь между полиморфиз-
мами в  генах, кодирующих CYP11A1 и  CYP17A1, и  повышением уровня андрогенов 
в крови, в том числе ДГЭА, андрогена адренокортикального происхождения [34, 36, 37]. 
Как известно, ДГЭА является прекурсором андростендиона и тестостерона, превраща-
ясь в андростендион с помощью 3β-гидроксистероиддегидрогеназы (3β-HSD) и в тесто-
стерон с помощью 17β-гидроксистероиддегидрогеназы (17β-HSD) [14]. 

Стимуляция крыс с “ранней” моделью СПКЯ с помощью TP03, низкомолекулярного 
агониста рецептора ЛГ, повышала продукцию прогестерона, и это было ассоциировано 
с увеличением экспрессии генов Cyp11a1 и Cyp17a1. Несмотря на то, что повышение 
экспрессии этих генов было выражено в  меньшей степени, чем при стимуляции ова-
риального стероидогенеза с  помощью TP03 и TP4/2, структурного и  функционально-
го гомолога TP03, у здоровых неполовозрелых самок крыс, стимулированные обоими 
тиено[2,3-d]-пиримидиновыми производными уровни прогестерона были сопостави-
мыми [26, 27]. Это свидетельствует в пользу сохранения стероидогенного ответа яич-
ников у крыс с “ранней” моделью СПКЯ на обработку аллостерическими агонистами 
рецептора ЛГ. Необходимо отметить, что TP03 и другие низкомолекулярные агонисты 
рецептора ЛГ проникают в трансмембранный тоннель рецептора ЛГ и взаимодействуют 
с локализованным там аллостерическим сайтом, который не пересекается с локализо-
ванным в эктодомене рецептора ЛГ ортостерическим сайтом, с которым связываются 
гонадотропины  [38]. Действие аллостерических агонистов является более умеренным 
и не приводит к синдрому гиперстимуляции яичников и резистентности яичников к эн-
догенному ЛГ [39], что может происходить при индуцированной препаратами ХГЧ или 
ЛГ контролируемой индукции овуляции у пациенток с СПКЯ [40]. 

У самок крыс с моделью СПКЯ, вызванной трехнедельной обработкой ДГЭА в бо-
лее взрослом возрасте, существенных различий экспрессии генов Cyp11a1 и Cyp17a1 
между группами C2 и PCOS2 обнаружено не было. При этом уровень эстрадиола в груп-
пе PCOS2 варьировал в небольшой степени, в то время как в отношении прогестерона 
четко выделялись две подгруппы – с относительно низким и высоким уровнями этого 
гормона. В первой из них уровень прогестерона существенно превосходил его значения 
в контроле (p = 0.004 по сравнению с C2), во второй был с ним сопоставим (p > 0.05 по 
сравнению с C2). Мы полагаем, что такая дифференциация по уровню прогестерона мо-
жет быть обусловлена индивидуальными особенностями животных и вариабельностью 
нарушений эстрального цикла, поскольку дизайн эксперимента был стандартизирован. 
Так, у  ДГЭА-обработанных крыс с  изначально более высоким уровнем прогестерона 
превалировало нахождение в фазе d1, в то время как у крыс с низким уровнем гормона 
отмечалась более частая смена фаз d1, d2 и проэструса с преобладанием фазы проэстру-
са. Однако оценка возможных взаимосвязей между характером нарушений эстрального 
цикла и уровнем прогестерона требует дополнительных, более детальных исследований. 
Интересен и тот факт, что уровень эстрадиола, который также варьирует в зависимости 
от фазы эстрального цикла, в обеих подгруппах, с низким и высоким уровнем прогесте-
рона существенно не различался, но был повышен по сравнению с контрольной группой. 
Необходимо отметить, что дифференциация по уровням прогестерона у СПКЯ-крыс на-
блюдалась нами в предварительных экспериментах и имела место в группе PCOS2+TP03 
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до обработки TP03. Сопоставление уровней прогестерона с экспрессией генов овари-
ального стероидогенеза показало, что в  случае гена Cyp11a1 существенных различий 
между подгруппами с высоким и низким уровнями прогестерона не было, в то время 
как для гена Cyp17a1 такие различия имелись – 0.29 ± 0.10 и 1.44 ± 0.09 соответственно 
(p < 0.001). В этой связи можно предположить, что повышение экспрессии гена, кодиру-
ющего CYP17A1, субстратом которого является прогестерон, приводит к усилению его 
конверсии в другие стероидные гормоны и, как следствие, к снижению уровня прогесте-
рона в крови. Стимуляция крыс TP03 приводила к повышению экспрессии гена Cyp17a1, 
но слабо влияла на экспрессию гена Cyp11a1. При этом, однако, уровень прогестерона 
менялся в небольшой степени, что обусловлено изначально высоким его уровнем у зна-
чительной части СПКЯ-животных. Это предположение подтверждается тем, что у крыс 
с низким уровнем прогестерона отмечали значительное повышение его уровня при вве-
дении TP03. 

В яичниках крыс с 6-недельной обработкой ДГЭА, начиная с возраста 23–25 дней, 
отмечали значительное снижение экспрессии гена, кодирующего металлопротеиназу 
ADAMTS-1 (A Disintegrin and Metalloprotease with ThromboSpondin type 1 motif). Эта 
металлопротеиназа обеспечивает гонадотропин-индуцированный разрыв предовуля-
торного фолликула [41], осуществляя протеолитическую деградацию протеогликанов 
и тем самым вызывая ремоделирование внеклеточного матрикса фолликулярных кле-
ток [42]. Снижение экспрессии и содержания ADAMTS-1 у пациентов с СПКЯ являет-
ся важнейшим маркером сниженного качества ооцитов [43, 44] и часто ассоциировано 
с ухудшением результатов процедуры фертилизации in vitro и дальнейшего переноса 
эмбрионов [45]. В нашем случае снижение экспрессии гена Adamts-1 сопровождалось 
как снижением у СПКЯ-крыс числа третичных фолликулов и ЖТ предыдущего цикла, 
так и с образованием в процессе TP03-индуцированной стимуляции овуляции, наряду 
с ЖТ нового цикла, лютеинизированных фолликулов (дефектных ЖТ) без разрыва их 
стенки и выхода ооцита в фолликулярную полость. Хотя TP03 и повышал экспрессию 
гена Adamts-1, но не выше ее уровня в контроле. 

Иная ситуация наблюдалась у СПКЯ-крыс с трехнедельной обработкой ДГЭА с на-
чалом в препубертатном возрасте. Экспрессия гена Adamts-1 в яичниках в этом случае 
не отличалась от контроля и значимо повышалась при обработке TP03 (p = 0.013). Это 
хорошо коррелировало с образованием у 4 из 6 крыс в группе PCOS2+TP03 ЖТ нового 
цикла без генерации лютеинизированных неразорвавшихся фолликулов. В связи с этим 
можно предположить, что отсутствие или слабая выраженность изменений экспрессии 
и  активности ADAMTS-1 предопределяет более адекватный ответ внеклеточного мат-
рикса в клетках гранулезы, компонентом которого является ADAMTS-1, на стимуляцию 
рецептора ЛГ агонистом. Важную роль здесь играет ослабление стероидогенного отве-
та фолликулярных клеток, поскольку одним из ключевым регуляторов экспрессии гена 
Adamts-1 является рецептор прогестерона, который активируется при гонадотропин-опо-
средуемой стимуляции продукции прогестерона этими клетками [43]. Сохранение функ-
циональной активности и  реактивности внеклеточного матрикса, поддерживающего 
трехмерную структуру фолликулов и обеспечивающего передачу гормональных сигна-
лов в клетках гранулезы, является необходимым условием для нормального протекания 
овуляции и оплодотворения яйцеклетки, а также ранних стадий развития эмбриона [46]. 
При этом необходимо отметить, что определенную роль в эффективности индукции ову-
ляции может играть уровень прогестерона в крови крыс с “поздней” моделью СПКЯ, по-
скольку у трех животных с низким уровнем прогестерона было 2, 2 и 3 ЖТ нового цикла, 
в то время как при высоком уровне прогестерона они определялись только у одной крысы 
из трех, и  это требует дальнейших исследований. В  этой связи следует отметить, что 
у стимулированных ХГЧ пациенток при осуществлении экстракорпорального оплодот-
ворения как низкий, так и высокий уровни прогестерона были негативно ассоциированы 
с количеством качественных ооцитов и показателями рождаемости [47]. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые проведено сравнение двух часто применяемых моделей СПКЯ, кото-
рые отличаются как началом индукции заболевания с  помощью ДГЭА (неполовоз-
релые и  препубертатные самки крыс), так и  продолжительностью ДГЭА-обработки 
(6 и 3 недели соответственно). 6-недельная обработка ДГЭА крыс, начиная с возраста 
23–25  дней, приводила к  отчетливо выраженной картине СПКЯ (морфология поли-
кистозных яичников, нарушенный эстральный цикл, ослабление овариального стеро-
идогенеза). В то же время при стимуляции таких животных TP03, аллостерическим 
агонистом рецептора ЛГ, несмотря на повышение уровней прогестерона и экспрессии 
генов, кодирующих ферменты овариального стероидогенеза, наряду с нормальными 
ЖТ, образовывалось сопоставимое количество лютеинизированных неразорвавшихся 
фолликулов. Это может быть обусловлено нарушением функционирования внекле-
точного матрикса в клетках гранулезы, том числе регулируемого металлопротеиназой 
ADAMTS-1, экспрессия гена которой у  крыс с  этой моделью СПКЯ была снижена. 
Трехнедельная обработка ДГЭА крыс с возраста 45–47 дней также приводила к харак-
терным чертам СПКЯ, но в меньшей степени влияла на экспрессию гена Adamts-1 и не 
приводила к образованию в яичниках лютеинизированных фолликулов. В этом случае 
были выявлены две подгруппы животных, которые имели относительно низкие и вы-
сокие уровни прогестерона и различались как по экспрессии овариального гена, коди-
рующего цитохром CYP17A1, так и по эффективности TP03-индуцированной овуля-
ции. Эти особенности необходимо учитывать при использовании указанных моделей 
на животных для изучения этиологии и патогенеза СПКЯ и оценки терапевтического 
потенциала индукторов контролируемой овуляции при СПКЯ, а также для разработки 
новых путей лечения этого эндокринного расстройства, в том числе в аспекте повыше-
ния эффективности проведения процедур вспомогательных репродуктивных техноло-
гий у пациенток с СПКЯ.
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Polycystic ovary syndrome (PCOS), one of the most common endocrine disorders in 
women, leads to reduced reproductive potential and infertility. Rodent models, including 
those induced by dehydroepiandrosterone (DHEA), are used to study PCOS. However, 
they have not been sufficiently studied, including in terms of ovulation stimulation in PCOS 
rats by luteinizing hormone (LH) agonists, and this complicates their use in developing 
approaches for the treatment of PCOS. The aim of the work was to comparatively study 
and characterize the morphological and biochemical parameters in animals with two most 
commonly used models of PCOS, induced by six-week treatment of immature (23–25 days) 
and three-week treatment of prepubertal (45–47 days) female rats with DHEA, and to 
evaluate the effectiveness of ovulation stimulation in PCOS rats using TP03, a  low-
molecular-weight LH receptor agonist developed by us. Six-week treatment of immature 
female rats with DHEA resulted in the development of polycystic ovary morphology, 
decreased blood progesterone levels, and decreased expression of ovarian genes encoding 
key steroidogenic proteins (CYP11A1, CYP17A1) and the metalloproteinase ADAMTS-1, 
a  marker of ovulation. Treatment with TP03 increased progesterone levels, enhanced 
expression of the Cyp11a1, Cyp17a1, and Adamts-1 genes, and led to the formation 
of corpora lutea (CL), but a  significant proportion of these were luteinized unruptured 
follicles. Three-week treatment of prepubertal female rats with DHEA also resulted in the 
characteristic features of PCOS, but had a lesser effect on Adamts-1 gene expression and 
did not induce the formation of defective CL upon stimulation with TP03. In this case, two 
subgroups were identified among PCOS rats – those with relatively low and those with 
high progesterone levels. They differed significantly in Cyp17a1 gene expression and in 
the efficiency of new cycle adipose tissue formation after TP03 treatment. Thus, the longer-
term DHEA-induced PCOS model in immature female rats is well suited for studying 
functional impairments in severe forms of PCOS, while the PCOS model generated in 
prepubertal rats by three-week DHEA treatment is more suitable for studying moderate 
forms of PCOS and optimizing the choice of ovulation stimulants effective in this disease.

Keywords: polycystic ovary syndrome, dehydroepiandrosterone, rats, ovarian steroidogen-
esis, allosteric agonist, progesterone, corpus luteum


