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Характерной чертой сахарного диабета 1-го типа (СД1) у человека и экспериментальных животных
является андрогенная недостаточность, для компенсации которой обычно используют препараты
гонадотропинов с активностью агонистов рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГ), в том числе
хорионический гонадотропин человека (ХГЧ). Однако применение гонадотропинов сопряжено с
рядом побочных эффектов, а в условиях СД1 их стероидогенный эффект ослабляется. Альтернати-
вой гонадотропинам могут стать низкомолекулярные агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ на основе тиено-
пиримидинов, которые связываются с аллостерическим сайтом, локализованным в трансмембран-
ном канале этого рецептора. В работе изучено стимулирующее влияние ХГЧ и разработанного нами
ранее тиенопиримидинового производного ТП03 на активность аденилатциклазы (АЦ) в тестикуляр-
ных мембранах самцов крыс со среднетяжелой формой стрептозотоцинового СД1, а также влияние
ХГЧ и ТП03 на уровни тестостерона в крови и экспрессию генов стероидогенных белков в семенниках
диабетических крыс в условиях однократного и пятидневного введения препаратов. В условиях СД1 в
тестикулярных мембранах снижались стимулирующие АЦ эффекты ХГЧ, ТП03 и гуаниновых нуклео-
тидов, возрастали значения EC50 для эффектов ХГЧ и ТП03, что указывает на ослабление чувстви-
тельности рецепторов ЛГ/ХГЧ к ХГЧ и ТП03 при СД1 и может быть связано со снижением функцио-
нальной активности гетеротримерных G-белков. У диабетических крыс со сниженным базальным
уровнем тестостерона в значительной степени ослаблялись стероидогенные эффекты однократно
вводимых ХГЧ и ТП03, но при этом эффект ХГЧ существенно превосходил эффект ТП03. При пяти-
дневной обработке диабетических крыс ХГЧ и ТП03 снижался только стероидогенный эффект гона-
дотропина, в то время как соответствующий эффект ТП03 не менялся и становился сопоставимым с
эффектом ХГЧ. При пятидневном введении в семенниках контрольных и диабетических крыс регуля-
торные эффекты ТП03 на экспрессию стероидогенных белков были сходными. Соединение ТП03, в от-
личие от ХГЧ, не снижало экспрессию гена Lhr, кодирующего рецептор ЛГ/ХГЧ, в контрольной и диабе-
тической группах, предотвращая, тем самым, ослабление чувствительности семенников к гонадотропи-
нам при СД1. Таким образом, низкомолекулярный агонист ТП03 является эффективным стимулятором
синтеза тестостерона при тяжелом СД1 с характерной для него андрогенной недостаточностью.
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ВВЕДЕНИЕ
Сахарный диабет 1-го типа (СД1), для которо-

го характерны острый дефицит инсулина и силь-
но выраженная гипергликемия, сопровождается
дисфункциями мужской и женской репродуктив-
ных систем, дефицитом половых стероидных гор-
монов, нарушениями гаметогенеза и фолликуло-

генеза. В результате этого нарушается половое
поведение, снижается фертильность и возникает
бесплодие. Основными причинами репродуктив-
ных дисфункций являются нарушения в различ-
ных звеньях гипоталамо-гипофизарно-гонадной
оси, включая снижение секреции гонадолибери-
на, рилизинг-фактора лютеинизирующего (ЛГ) и

УДК 577.17



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 36  № 5  2019

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЙ АГОНИСТ РЕЦЕПТОРА 323

фолликулостимулирующего гормонов гипотала-
мическими нейронами, ослабление регулятор-
ных эффектов гонадотропинов на гонады и инги-
бирование в них процессов стероидогенеза и га-
метогенеза [1, 2]. Для коррекции нарушений в
гонадной оси необходимы как системная терапия
СД1 с помощью инсулина, так и применение под-
ходов, восстанавливающих функции репродук-
тивной системы. В наибольшей степени для этого
подходят гонадотропины, поскольку использова-
ние гонадолиберина после мощной активации
продукции гонадотропинов на начальном этапе в
дальнейшем приводит к ингибированию их син-
теза и дефициту половых стероидных гормонов, а
заместительная терапия стероидными гормонами
по механизму обратной отрицательной связи по-
давляет активность всей гонадной оси. Однако при-
меняемые в клинике препараты гонадотропинов
имеют ряд серьезных недостатков, что обусловлено
их гетерогенностью, низкой селективностью по от-
ношению к внутриклеточным сигнальным каска-
дам, быстрым снижением чувствительности к ним
тканей-мишеней. При этом обычно используемые
рекомбинантные формы гонадотропинов, хотя и
являются относительно гомогенными препарата-
ми, но существенно отличаются от природных
гормонов по посттрансляционным модификаци-
ям, в первую очередь, по паттерну N-гликозили-
рования, что модифицирует их активность. В то
же время выделяемый из мочи хорионический го-
надотропин человека (ХГЧ), структурный и
функциональный гомолог ЛГ, хотя и сохраняет
структуру нативного ХГЧ, но содержит ряд неже-
лательных примесей [3].

Эффективность ЛГ и ХГЧ при коррекции ре-
продуктивных функций и дефицита стероидных
гормонов в условиях СД1 в значительной степени
снижается, особенно при тяжелых и среднетяже-
лых формах заболевания [2, 4]. Одной из причин
этого является снижение числа функционально
активных рецепторов ЛГ/ХГЧ в репродуктивных
тканях, а также нарушение передачи генерируе-
мого гонадотропинами сигнала в клетках-мише-
нях вследствие усиления в них стресса эндоплазма-
тического ретикулума, нарушения окислительно-
восстановительного баланса и усиления активности
факторов воспаления [5, 6]. Альтернативой ЛГ и
ХГЧ являются низкомолекулярные агонисты ре-
цептора ЛГ/ХГЧ, которые в отличие от гонадо-
тропинов, с высоким сродством связывающихся
с внеклеточным доменом, проникают в полость
трансмембранного канала рецептора и специ-
фично связываются с расположенным там алло-
стерическим сайтом. Наибольшие успехи достиг-
нуты в разработке низкомолекулярных агонистов
рецептора ЛГ/ХГЧ, имеющих структуру произ-
водных тиенопиримидина [7–11]. Ранее нами бы-
ло показано, что 5-амино-N-трет-бутил-2-(ме-
тилсульфанил)-4-(3-(никотинамидо)фенил)тие-

но[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид (ТП03) с
активностью агониста рецептора ЛГ стимулирует
ответственные за стероидогенез cAMP-зависи-
мые каскады в клетках Лейдига и усиливает про-
дукцию ими тестостерона в условиях in vitro, а
также повышает уровень этого гормона при внут-
рибрюшинном и пероральном способах введения
самцам крыс [11, 12]. Молекулярные механизмы
действия гонадотропинов и ТП03 на системы
клетки, компетентные к ЛГ и ХГЧ, характеризу-
ются рядом отличий, обусловленных различны-
ми сайтами их связывания и аллостерическими
влияниями [12, 13]. Вследствие этого их восста-
навливающий эффект на дефицит стероидных
гормонов при СД1 может существенно разли-
чаться. С целью проверки этого предположения,
проведено сравнительное исследование, в рамках
которого изучали стимулирующее влияние ТП03
и ХГЧ на активность аденилатциклазной системы
в тестикулярных мембранах самцов крыс со сред-
нетяжелой формой стрептозотоцинового СД1 в
условиях in vitro, а также регуляторные эффекты
ТП03 и ХГЧ на уровень тестостерона в крови и на
экспрессию генов стероидогенных белков в се-
менниках диабетических крыс в условиях in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании использовали самцов крыс

Вистар (возраст 4–5 месяцев), которых содержа-
ли в стандартных условиях. Все эксперименты
выполняли в строгом соответствии с требования-
ми Комитета по биоэтике ИЭФБ РАН и European
Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC).
СД1 средней тяжести индуцировали у мышей одно-
кратным введением стрептозотоцина (в/б, 45 мг/кг).
Развитие СД1 оценивали через 10 дней по уровню
глюкозы в крови, отбирая крыс с постпрандиаль-
ным уровнем глюкозы выше 12 мМ. Концентра-
цию глюкозы измеряли в крови, взятой из хвосто-
вой вены, с помощью тест-полосок “One Touch
Ultra” (США). Контрольным животным вместо
стрептозотоцина в том же объеме и в те же сроки
вводили его растворитель – 0.1 М цитратный бу-
фер (pH 4.5).

Через 5 недель после индукции СД1 часть диа-
бетических животных (n = 5), декапитировали
под наркозом, забирали у них ткани семенников
и использовали их для выделения плазматиче-
ских мембран и оценки функциональной актив-
ности аденилатциклазной системы. Параллельно
те же процедуры проводили с контрольными жи-
вотными (n = 5). Оставшиеся контрольные и диа-
бетические крысы в течение 5 дней получали в
10.00 ХГЧ (Московский эндокринологический
завод, Россия) в суточной дозе 100 МЕ/крысу
(п/к) (группы КГ и ДГ, n = 5) или ТП03 в суточ-
ной дозе 15 мг/кг (в/б) (КТ и ДТ, n = 5). Кон-
трольные (К, n=5) и диабетические крысы (Д,
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n = 5) без обработки ХГЧ и ТП03 вместо препара-
тов получали их растворители. В первый день
эксперимента измеряли начальный уровень те-
стостерона (9.00) и оценивали его изменение че-
рез 1 (11.00), 3 (13.00) и 5 ч (15.00) после введения
ХГЧ или ТП03, рассчитывая значения площади
под кривыми “концентрация тестостерона (нМ) –
время (ч)” (AUC). На пятый день оценивали уро-
вень тестостерона через 3 ч после введения препа-
ратов, декапитировали крыс под наркозом, заби-
рали и взвешивали ткани семенников, которые
далее использовали для оценки в них экспрессии
целевых генов. В конце эксперимента в крови
животных также оценивали уровни глюкозы, ин-
сулина и лептина. Кровь забирали из хвостовой
вены, концентрацию тестостерона определяли с
помощью набора Тестостерон-ИФА (Алкор-Био,
Россия), концентрацию инсулина и лептина – с
помощью наборов Rat Insulin ELISA (Mercodia
AB, Швеция) и ELISA Kit for Leptin (Cloud-Clone
Corp., США).

Фракции плазматических мембран из семен-
ников крыс выделялипроводили, как описано ра-
нее [14]. Измельченные ткани семенников гомо-
генизировали при охлаждении на льду в 40 мМ
Tрис-HCl-буфере (pH 7.5), содержащем 5 мМ Mg-
Cl2, 10% сахарозу и ингибиторы протеаз, после че-
го гомогенат центрифугировали (1500 g, 10 мин).
Супернатант центрифугировали (20000 g, 30 мин),
осадок ресуспендировали в том же буфере без са-
харозы, снова центрифугировали в тех же услови-
ях. Осажденные мембраны ресуспендировали в
40 мМ Tрис-HCl-буфере (pH 7.5) и использовали
для определения активности АЦ. Активность АЦ
измерение, как описано ранее [15], для чего ис-
пользовали инкубационную смесь, включающую
50 мМ Tрис-HCl (pH 7.5), 5 мМ MgCl2, 0.1 мМ
cAMP, 1 мМ ATP, 20 мМ креатинфосфата,
0.2 мг/мл креатинфосфокиназы (Sigma, США),
37 кБк [α-32P]ATP (Всерегиональное объедине-
ние “Изотоп”, Россия). Реакцию начинали до-
бавлением в пробу 50–100 мкг мембранного бел-
ка, проводили в течение 12 мин при 37°C, оста-
навливали 100 мкл 0.5 M соляной кислоты,
которую затем нейтрализовали имидазолом. Об-
разовавшийся в результате ферментативной ре-
акции [32P]cAMP отделяли с помощью адсорбци-
онной хроматографии на нейтральном оксиде
алюминия. Радиоактивность измеряли на счетчи-
ке LKB 1209/1215 RackBeta (LKB, Швеция). Ак-
тивность АЦ выражали в пмоль cAMP/мин/мг
мембранного белка.

Для проведения количественной ПЦР в реаль-
ном времени из семенников крыс выделяли сум-
марную РНК, используя реагент ExtraRNA (ана-
лог TRIZol) (Evrogen, Россия). Обратную тран-
скрипцию проводили, используя набор MMLV
RT Kit (Evrogen, Россия). Амплификационный

сигнал детектировали с помощью прибора 7500
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific
Inc., США). Экспрессию генов, кодирующих ре-
цептор ЛГ (Lhr), StAR-белок (Star), цитохромы
Р450scc (Cyp11a1) и Р450-17α (Cyp17a1), дегидроге-
назы 3β-HSD (Hsd3b) и 17β-HSD (Hsd17b), опре-
деляли с помощью следующих праймеров: Lhr –
CTGCGCTGTCCTGGCC (For) и CGACCTCAT-
TAAGTCCCCTGAA (Rev); Star – AAGGCTG-
GAAGAAGGAAAGC (For) и CACCTGGCAC-
CACCTTACTT (Rev); Cyp11a1 – TATTCCGCTTTG-
CCTTTGAG (For) и CACGATCTCCTCCAACATCC
(Rev); Hsd3b – AGGCCTGTGTCCAAGCTAGTGT
(For) и CTCGGCCATCTTTTTGCTGTAT (Rev);
Cyp17a1 – CATCCCCCACAAGGCTAAC (For) и
TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA (Rev); Hsd17b –
CCTTTGGCTTTGCCATGAGA (For) и CAATC-
CATCCTGCTCCAACCT (Rev). В качестве рефе-
ресного использовали ген Actb, кодирующий
β-актин. Результаты анализировали с использо-
ванием метода ΔΔСt. Значения RQ рассчитывали
по отношению к контрольной группе.

Статистический анализ проводили с помощью
программы Microsoft Office Excel 2007 (“AtteStat
12.5” и “Daniel’s XL Toolbox 6.52”). Нормаль-
ность распределения проверяли с помощью кри-
терия Шапиро-Уилка. Для сравнения двух выбо-
рок с нормальным распределением использова-
ли t-критерий Стьюдента, для сравнения трех и
более групп – дисперсионный анализ с поправ-
кой Бонферрони. Статистически значимыми
считали различия при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В группе Д отмечали снижение массы тела,
сильно выраженную гипергликемию, сниженные
уровни инсулина и лептина, а также тенденцию к
снижению массы семенников (табл. 1). У живот-
ных с СД1 продолжительностью 5 недель в тече-
ние промежутка времени от 9.00 до 15.00 уровень
тестостерона в крови был статистически значимо
снижен в сравнении с контролем. Значение
AUC9.00–15.00 для интегрированной площади под
кривыми концентрация тестостерона (нМ)–вре-
мя (ч) у крыс группы Д составило 34% от значения у
контрольных животных (34 ± 9 усл.ед. в группе Д
против 99 ± 28 усл.ед. в группе К, P = 0.001). Эти
данные указывают на развитие отчетливо выра-
женного андрогенного дефицита у самцов крыс
со среднетяжелой формой СД1.

В тестикулярных мембранах диабетических
крыс базальная активность АЦ, а также актив-
ность, стимулированная 5’-гуанилилимидоди-
фосфатом (ГИДФ), негидролизуемым аналогом
GTP, и дитерпеном форсколином, составили 17 ± 2,
185 ± 11 и 84 ± 4 пмоль cAMP/мин/мг мембранно-
го белка, соответственно, и эти показатели были
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ниже, чем в контроле, где они составили 25 ± 2,
249 ± 9 и 157 ± 6 пмоль cAMP/мин/мг мембран-
ного белка (P < 0.05). Эти данные свидетельству-
ют об ослаблении каталитической активности
АЦ, на что указывают снижение базальной актив-
ности и стимулирующего эффекта форсколина,
действующего на каталитический сайт фермента,
а также об ослаблении сопряжения АЦ с Gs-бел-
ком, о чем свидетельствует снижение стимулиру-
ющего АЦ эффекта ГИДФ. Еще более заметно сни-
жались стимулирующие АЦ эффекты ХГЧ и ТП03
(рис. 1). Так, при СД1 значения AUC, представляю-
щие собой интегрированную площадь под кривыми
прирост активности АЦ (пмоль сAMP/мин/мг бел-
ка)–концентрация агониста(M), для АЦ эффектов
ХГЧ и ТП03 составили 508 ± 62 и 478 ± 46 усл.ед., в
то время как у контрольных крыс они были суще-
ственно выше – 1208 ± 64 и 809 ± 53 усл.ед. соот-

ветственно (P < 0.0001). Снижение AUC обуслов-
лено не только уменьшением максимального сти-
мулирующего АЦ эффекта агонистов, но и
снижением их сродства к рецептору ЛГ/ХГЧ. Так
в семенниках контрольных и диабетических крыс
значения EC50 для АЦ эффекта ХГЧ составили
0.207 ± 0.014 и 0.387 ± 0.056 нМ (P < 0.01), для АЦ
эффекта ТП03 – 473 ± 80 и 1080 ± 227 нМ (P < 0.01).

Однократная обработка контрольных и диабе-
тических крыс ХГЧ и ТП03 приводила к повыше-
нию уровня тестостерона в крови, причем стеро-
идогенный эффект обоих препаратов в группе Д
был существенно ниже, чем в контроле, на что
указывает снижение значений AUC9.00-15.00 для
кривых концентрация тестостерона (нМ)–время
(ч) у диабетических крыс, обработанных ХГЧ и
ТП03 (рис. 2). Значения AUC9.00-15.00 в группах КГ и

Таблица 1. Масса тела и семенников, уровни глюкозы, инсулина и лептина в крови крыс с СД1 и влияние на эти
показатели пятидневной обработки ХГЧ и ТП03 (M ± SD)

Различия между контролем и диабетическими группами (*) и группами Д и ДГ (#) статистически значимы при P < 0.05.

Показатель К Д ДГ ДТ

Масса тела, г 321 ± 16 289 ± 20* 286 ± 6* 291 ± 8*
Масса семенников, г 3.27 ± 0.16 3.15 ± 0.13 3.56 ± 0.33# 3.29 ± 0.17
Глюкоза, мМ 5.5 ± 0.8 24.8 ± 4.9* 25.2 ± 4.1* 23.3 ± 5.3*
Инсулин, нг/мл 0.73 ± 0.15 0.14 ± 0.04* 0.16 ± 0.07* 0.17 ± 0.05*
Лептин, нг/мл 1.35 ± 0.42 0.83 ± 0.25* 0.87 ± 0.30 0.93 ± 0.29

Рис. 1. Стимулирующий эффект ХГЧ и ТП03 на базальную активность АЦ в тестикулярных мембранах контрольных
и диабетических крыс. 1 – Контроль, ХГЧ; 2 – диабет, ХГЧ; 3 – контроль, ТП03; 4 – диабет, ТП03. По оси ординат
представлен прирост активности АЦ (пмоль сAMP/мин на 1 мг белка), по оси абсцисс – концентрация ХГЧ и ТП03 (M).
Данные представлены как M ± SD, n = 5.
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КТ составили 546 ± 105 и 224 ± 55 усл.ед., в то время
как в группах ДГ и ДТ – 183 ± 39 и 117 ± 34 усл.ед,
что на 66 и 48% ниже, чем в соответствующих
контрольных группах. Уровни тестостерона во
всех временных точках при обработке диабетиче-
ских крыс ХГЧ и ТП03 статистически значимо от-
личались от значений в группах КГ и КТ, за ис-
ключением уровня гормона в группах КТ и ДТ че-
рез 1 ч после обработки ТП03 (рис. 2).

Обработка диабетических крыс с ХГЧ и ТП03 в
течение 5 дней не влияла существенно на массу
тела, уровни глюкозы, инсулина и лептина (табл. 1).
Не выявлено влияния на эти показатели и обра-
ботки теми же препаратами контрольных живот-
ных (данные не представлены). Введение ХГЧ
контрольным и диабетическим крысам приводи-
ло к статистически значимому повышению у них
массы семенников. У контрольных крыс она по-
вышалась в сравнении с необработанными жи-
вотными на 12% (до 3.65 ± 0.13 г, P< 0.05 в сравне-
нии с группой К), у диабетических крыс – на 13%
(табл. 1). Обработка крыс с помощью ТП03 в не-
большой степени повышала массу семенников у
контрольных и диабетических крыс, но отличия от
групп К и Д не были статистически значимыми.

У контрольных животных стимулирующий
эффект ХГЧ на продукцию тестостерона в пятый
день (через 3 ч после обработки) немного снижал-
ся в сравнении с первым днем, а эффект ТП03 не
менялся (рис. 2, 3). В группе диабетических крыс,
которых 5 дней обрабатывали ХГЧ, стероидоген-
ный эффект гонадотропина менялся незначи-

тельно, оставаясь существенно ниже, чем в груп-
пе КГ. В группе с ТП03 стероидогенный эффект
низкомолекулярного агониста, оцениваемый по
приросту уровня тестостерона в сравнении с
группой Д, повышался в среднем в 2 раза и стано-
вился сопоставимым с группой КТ (рис. 2, 3). Та-
ким образом, в отличие от ХГЧ, стимулирующий
эффект ТП03 на продукцию тестостерона при его
длительном введении диабетическим крысам
возрастал, что не наблюдали у контрольных жи-
вотных, и это указывает на кумулятивность сте-
роидогенного эффекта этого низкомолекулярно-
го агониста в условиях СД1.

На заключительном этапе в семенниках крыс,
получавших в течение 5 дней ХГЧ и ТП03, оцени-
вали экспрессию генов, кодирующих рецептор ЛГ
(Lhr), транспортный белок StAR (Star), осуществ-
ляющий перенос холестерина в митохондрии
(скорость-лимитирующая стадия стероидогенеза),
цитохром Р450scc (Cyp11a1), катализирующий кон-
версию холестерина в прегненолон, 3β-гидрокси-
стероиддегидрогеназу 3β-HSD (Hsd3b), превраща-
ющую прегненолон в прогестерон, цитохром
Р450-17α (Cyp17a1), превращающий прогестерон
в 17-гидроксипрогестерон и далее в андростенди-
он, и 17β-гидроксистероиддегидрогеназу 17β-HSD
(Hsd17b), осуществляющую заключительную ста-
дию синтеза тестостерона.

В семенниках крыс с СД1 экспрессия генов
Lhr и Star в сравнении с контрольными животны-
ми статистически значимо снижалась, в то время
как экспрессия генов, кодирующих ферменты сте-

Рис. 2. Стимулирующий эффект ХГЧ и ТП03 на уро-
вень тестостерона в крови контрольных и диабетиче-
ских крыс при однократном введении препаратов.
К – Kонтроль; КГ – контроль + ХГЧ; КТ – контроль +
+ ТП03, Д – диабет; ДГ – диабет + ХГЧ; ДТ – диабет +
+ ТП03. * ‒ различия между группами К и Д, КГ и ДГ,
КТ и ДТ статистически значимы при P < 0.05. Данные
представлены как M ± SD, n = 5.
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Рис. 3. Уровни тестостерона через 3 ч после обработ-
ки контрольных и диабетических крыс ХГЧ и ТП03 в
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(@) статистически значимы при P < 0.05. Данные
представлены как M ± SD, n = 5.
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роидогенеза, существенно не менялась (рис. 4). Об-
работка ХГЧ здоровых крыс снижала экспрессию
генов Lhr и Hsd17b и при этом в значительной сте-
пени повышала экспрессию других изученных ге-
нов. В условиях СД1 стимулирующий эффект
ХГЧ на экспрессию генов Star, Cyp11a и Cyp17a
сохранялся, но был выражен в меньшей степени,
чем в контроле, в то время как эффект ХГЧ на
экспрессию гена Hsd3b усиливался с 62 до 240%.
При этом в группе ДГ не выявлено ингибирую-
щего эффекта ХГЧ на экспрессию гена дегидро-
геназы 17β-HSD, которая сохранялась на кон-
трольном уровне. Необходимо отметить, что в
группе ДГ экспрессия гена Lhr в значительной
степени подавлялась ‒ до 11 и 16% от уровня в
группах К и Д (рис. 4).

Обработка ТП03 контрольных крыс повышала
экспрессию генов, кодирующих белок StAR и ци-
тохром Р450-17α, слабо влияя на другие фермен-
ты стероидогенеза. При этом ТП03 в 2.5 раза по-
вышал экспрессию гена Lhr, вызывая эффект,
противоположный таковому ХГЧ. В группе ДТ
также не выявлено снижения экспрессии гена
Lhr, которая имела тенденцию к повышению и не
отличалась от этого показателя в группе К (рис. 4).

При СД1 стимулирующие эффекты ТП03 на экс-
прессию генов Star и Cyp17a снижались, но стати-
стически значимые отличия от групп Д и К отме-
чены только для гена Star. В то же время в группе
ДТ значимо повышалась экспрессия гена Hsd3b
(рис. 4). Таким образом, изменения экспрессии
генов стероидогенеза при обработке контроль-
ных и диабетических крыс ХГЧ и ТП03 в значи-
тельной степени зависят от природы агониста ре-
цептора ЛГ/ХГЧ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Дефицит андрогенов у мужчин при СД1 влечет
за собой ослабление репродуктивных функций,
что выражается в снижении либидо, нарушении
сперматогенеза и, в конечном итоге, приводит к
бесплодию [1, 2]. Применение ЛГ и ХГЧ не может
в полной мере компенсировать сниженную при
СД1 продукцию половых стероидных гормонов.
Это обусловлено ослаблением ответа семенников
на гонадотропины с ЛГ-активностью в условиях
СД1, как это показано при лечении пациентов с
СД1 препаратами ХГЧ [16, 17]. Ранее нами в экс-
периментах in vitro выявлено снижение стимуля-

Рис. 4. Экспрессия генов Lhr, Star, Cyp11a, Hsd3b, Cyp17a и Hsd17b в семенниках контрольных и диабетических крыс и
влияние пятидневной обработки ХГЧ и ТП03. К – Kонтроль; КГ – контроль + ХГЧ; КТ – контроль + ТП03, Д – диа-
бет; ДГ – диабет + ХГЧ; ДТ – диабет + ТП03. Различия между контролем и другими группами (*), между группой Д и
группами ДГ и ДТ (#), а также между группами КГ и ДГ или КТ и ДТ (@) статистически значимы при P < 0.05. Данные
представлены как M ± SD, n = 5.
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ции гонадотропинами АЦ в тестикулярных мем-
бранах крыс со стрептозотоциновыми моделями
СД1 и СД2, а также ослабление стероидогенного
ответа на ХГЧ у крыс с различными по тяжести
формами стрептозотоцинового СД1 [18, 19].

В рамках предпринятого исследования при
изучении функциональной активности ЛГ-ком-
петентной аденилатциклазной системы в тести-
кулярных мембранах семенников диабетических
крыс обнаружено значительное снижение ответа
АЦ на стимуляцию ХГЧ и ТП03 в условиях сред-
нетяжелого СД1. При этом снижался как макси-
мальный АЦ-стимулирующий эффект гонадо-
тропина и ТП03, так и их сродство к рецептору,
оцениваемое по значениям EC50 для АЦ эффек-
тов. Это указывает на ослабление передачи гене-
рируемого ХГЧ и ТП03 сигнала с рецептора
ЛГ/ХГЧ к АЦ в условиях диабетической патологии.
Обнаружено также, что в тестикулярных мембранах
диабетических крыс снижается стимуляция АЦ не-
гидролизуемым аналогом GTP (ГИДФ), что свиде-
тельствует о нарушении функционального взаи-
модействия Gs-белка, ключевого компонента
сигнального пути ЛГ/ХГЧ, с ферментом АЦ.
Установлено, что функциональная активность АЦ
и нижележащих cAMP-зависимых эффекторных
белков, в том числе cAMP-активируемого тран-
скрипционного фактора CREB, играет определя-
ющую роль в реализации стероидогенных эффек-
тов гонадотропинов в клетках Лейдига, посколь-
ку через аденилатциклазную сигнальную систему
осуществляется регуляции активности и экспрес-
сии транспортного белка StAR, контролирующе-
го процесс переноса холестерина в митохондрии,
где осуществляются начальные стадии стероидо-
генеза, а также регулируется экспрессия ряда дру-
гих стероидогенных белков [20, 21]. Вследствие
этого, выявленное нами ослабление передачи ге-
нерируемого ХГЧ и ТП03 сигнала через рецептор
ЛГ/ХГЧ может быть одной из ключевых причин
андрогенного дефицита, характерного для паци-
ентов и экспериментальных животных с СД1.

Одними из причин снижения активности ре-
цептора ЛГ/ХГЧ и его сродства к ХГЧ может быть
изменение паттерна гликозилирования рецепто-
ра в условиях продолжительной и сильно выра-
женной гипергликемии, а также нарушение его
посттрансляционного процессинга в условиях
повышения содержания активных форм кисло-
рода и ослабления системы антиоксидантной за-
щиты в семенниках. В этой связи необходимо от-
метить, что в условиях диабетической патологии
в семенниках в значительной степени усиливают-
ся процессы воспаления, окислительный стресс и
стресс эндоплазматического ретикулума [5, 6, 22].
Определенный вклад в ослабление функций ре-
цептора ЛГ/ХГЧ может вносить и снижение его
экспрессии в семенниках. Однако, несмотря на

статистически значимые отличия от контроля,
снижение экспрессии гена Lhr в семенниках диа-
бетических крыс было не очень значительным и,
по нашему мнению, не может быть определяю-
щей причиной снижения чувствительности АЦ
тестикулярных мембран диабетических животных
к гонадотропину. Однако полностью исключать
этот фактор нельзя, поскольку имеются данные о
снижении эффективности связывания гонадотро-
пинов с рецепторами ЛГ/ХГЧ в семенниках крыс
со стрептозотоциновой моделью тяжелой формы
СД1 [23].

Показанное нами ослабление стероидогенно-
го ответа семенников на ХГЧ в условиях in vivo
может быть обусловлено не только нарушением
функций ЛГ-компетентной аденилатциклазной
системы, но и ослаблением активности и экс-
прессии стероидогенных белков. Мы показали,
что в наибольшей степени при СД1 снижается
экспрессия гена, кодирующего белок StAR, клю-
чевой для стероидогенной функции. Ранее китай-
ские ученые показали, что в клетках Лейдига в
условиях сильно выраженной гипергликемии и
повышения содержания конечных продуктов гли-
кирования снижается не только экспрессия гена
Star, но и генов Cyp11a1 и Hsd3b, кодирующих ци-
тохром Р450scc и дегидрогеназу 3β-HSD [22], кото-
рая в нашем случае, однако, менялась незначи-
тельно. С этими изменениями они связывают
ослабление ответа клеток Лейдига на обработку
ХГЧ, не исследуя функциональную активность са-
мой ЛГ-компетентной сигнальной системы.

Низкомолекулярные агонисты рецептора
ЛГ/ХГЧ в отличие от гонадотропинов связывают-
ся с расположенным в трансмембранном канале
аллостерическим сайтом. Имеются основания
полагать, что в отличие от высокоаффинного ор-
тостерического сайта, который является мише-
нью для гонадотропинов и локализован в значи-
тельном по размеру внеклеточном домене, харак-
теристики связывания аллостерического сайта не
столь чувствительны к нарушениям посттрансля-
ционных модификаций рецептора и его гиперг-
ликозилированию в условиях СД1. Необходимо
также отметить, что тиенопиримидиновые про-
изводные, в том числе разработанное нами гидро-
фобное соединение ТП03, легко проникают через
плазматическую мембрану в цитоплазматическое
пространство клетки. Внутри клетки они способ-
ны связываться с еще “незрелыми” рецепторами
ЛГ/ХГЧ и стабилизировать их активную конфор-
мацию, облегчая транслокацию в плазматиче-
скую мембрану и функционируя как низкомоле-
кулярные шапероны рецепторных молекул [8].

Нами показано, что при введении диабетиче-
ским крысам ТП03 в полной мере сохраняет спо-
собность стимулировать продукцию тестостерона
и интратестикулярную экспрессию генов стерои-
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догенных белков. Этот эффект обусловлен осо-
бенностями активации тиенопиримидиновыми
производными рецептора ЛГ/ХГЧ и шапероно-
подобной активностью, присущей этим соедине-
ниям [7–9, 12, 13]. Необходимо подчеркнуть, что
в группе ДТ уровень экспрессии гена, кодирую-
щего рецептор ЛГ/ХГЧ, был значимо ниже, чем в
группе КТ, в то время как стероидогенный эф-
фект ТП03 в этих группах был сопоставимымым
(рис. 3, 4). Эти данные свидетельствуют о том, что
ТП03 в условиях СД1 запускает молекулярные
механизмы, позволяющие повысить эффектив-
ность стимуляции рецептора ЛГ/ХГЧ даже при
отсутствии стимуляции экспрессии этого рецеп-
тора, как это происходит в группе КТ.

Анализ влияния пятидневной обработки крыс
ТП03 показал, что паттерн экспрессии генов сте-
роидогенных белков в семенниках контрольных и
диабетических крыс меняется в небольшой сте-
пени. Так, в группе ДТ, в сравнении с группой
КТ, разнонаправлено менялась экспрессия лишь
двух генов – Hsd3b и Cyp17a, кодирующих два по-
следовательно работающих стероидогенных фер-
мента. При этом различия в экспрессии генов
стероидогенеза в группах животных, обработан-
ных ТП03 и гонадотропином, были более значи-
мыми. Совпадение выявлено только в стимуля-
ции экспрессии гена Star, причем как в контроле,
так и при СД1. Эти данные свидетельствуют о
специфичности стимуляции экспрессии генов
ферментов стероидогенеза агонистами рецептора
ЛГ/ХГЧ, которые различаются механизмами дей-
ствия, причем вклад СД1 в такую специфичность
сравнительно небольшой.

Исключительно важно то, что, не вызывая ги-
перактивации экспрессии генов стероидогенных
белков и не ингибируя экспрессию гена Lhr, ко-
дирующего рецептор ЛГ/ХГЧ, в условиях средне-
тяжелой формы диабета соединение ТП03 не
уступало по величине стероидогенного эффекта
ХГЧ, наиболее мощному из известных стимуля-
торов стероидогенной активности в репродуктив-
ных клетках. На основании этого можно сделать
обоснованный вывод, что при СД1 низкомолеку-
лярные агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ являются
хорошей альтернативой гонадотропинам. При
этом при увеличении продолжительности тера-
пии диабетических крыс с помощью ТП03 отме-
чено парадоксальное усиление его стимулирую-
щего эффекта на стероидогенез, что полностью
противоположно стероидогенному эффекту го-
надотропинов, который угасает при их длитель-
ном воздействии на клетки-мишени.

Таким образом, в условиях СД1 в тестикуляр-
ных мембранах в значительной степени снижа-
ются стимулирующие АЦ эффекты ХГЧ, ТП03 и
ГИДФ, негидролизуемого аналога GTP, а также
возрастают значения EC50 для стимулирующих

эффектов ХГЧ и ТП03. Это свидетельствует об
ослаблении чувствительности рецепторов ЛГ/ХГЧ
к обоим агонистам, ХГЧ и ТП03, в условиях сред-
нетяжелой формы СД1 и указывает на возмож-
ную роль сниженной активности гетеротример-
ных G-белков. У диабетических крыс снижался
как базальный уровень тестостерона, так и в зна-
чительной степени ослаблялись стероидогенные
эффекты однократно вводимых ХГЧ и ТП03,
причем эффект ХГЧ при этом существенно пре-
вышал эффект ТП03. При пятидневной обработ-
ке диабетических крыс ХГЧ и ТП03 снижался
стероидогенный эффект гонадотропина, в то вре-
мя как соответствующий эффект ТП03 практиче-
ски не менялся и становился сопоставимым с эф-
фектом ХГЧ. Наряду с этим при пятидневном
введении регуляторные эффекты ТП03 на экс-
прессию стероидогенных белков в семенниках
контрольных и диабетических крыс были сходны-
ми. Соединение ТП03, в отличие от ХГЧ, ни в кон-
трольной, ни в диабетической группах не снижало
экспрессию гена Lhr, кодирующего рецептор
ЛГ/ХГЧ, предотвращая тем самым ослабление
чувствительности семенников к гонадотропинам
при СД1.

Полученные нами данные свидетельствуют о
том, что низкомолекулярный агонист ТП03 мож-
но рассматривать как эффективный стимулятор
синтеза тестостерона при тяжелых формах СД1 с
характерной для этого заболевания сильно выра-
женной андрогенной недостаточностью и нару-
шениями репродуктивных функций. Необходимо
подчеркнуть, что пациенты с СД2 и метаболиче-
ским синдромом также часто имеют признаки ги-
погонадизма и дефицит стероидогенной функ-
ции яичек [24]. Среди причин репродуктивных
дисфункций при этих метаболических расстрой-
ствах важную роль играют инсулиновая и лепти-
новая резистентность, негативно влияющая на
чувствительность клеток Лейдига к гонадотропи-
нам с ЛГ-активностью [25]. Вследствие этого низ-
комолекулярные агонисты рецептора ЛГ/ХГЧ в
перспективе могут использоваться и для коррек-
ции андрогенного дефицита, и лечения ассоции-
рованного с ним бесплодия у пациентов с СД2 и
метаболическим синдромом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (проект № 19-75-20122).
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A Low-Molecular-Weight Agonist of the Luteinizing Hormone Receptor Stimulates
the Adenylyl Cyclase in Testicular Membranes and Steroidogenesis 

in the Testes of Rats with Type 1 Diabetes
A. A. Bakhtyukov1, K. V. Derkach1, D. V. Dar’in2, A. M. Stepochkina1, and A. O. Shpakov1, *

1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
pr. Toreza 44, St. Petersburg, 194223 Russia

2St.-Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7–9, St. Petersburg, 199034 Russia
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A characteristic feature of type 1 diabetes mellitus (DM1) in humans and experimental animals is an andro-
gen deficiency, which is usually compensated by using the gonadotropin preparations with the activity of the
agonists of the luteinizing hormone (LH) receptor, including human chorionic gonadotropin (hCG). How-
ever, the use of gonadotropins is associated with a number of undesirable effects, and in the conditions of
DM1 their steroidogenic effect is weakened. An alternative to gonadotropins can be low-molecular-weight
thienopyrimidine-based agonists of the LH/hCG receptor, which bind to an allosteric site located within the
transmembrane channel of this receptor. The aim of this work was to study the stimulating effect of hCG and
the thienopyrimidine derivative TP03 developed by us earlier on the adenylyl cyclase (AC) in the testicular
membranes of male rats with moderate-severe streptozotocin DM1, as well as to investigate the effects of
hCG and TP03 on the plasma testosterone levels and the gene expression of steroidogenic proteins in the tes-
tes of diabetic rats in the case of a single or five-day administration of these drugs. In DM1, the AC-stimu-
lating effects of hCG, TP03, and guanine nucleotides were decreased in the testicular membranes, and the
EC50 values for the effects of hCG and TP03 were increased; this indicates an impaired sensitivity of the
LH/hCG receptors to hCG and TP03 in DM1 and can be associated with a decrease in functional activity of
heterotrimeric G-proteins. In diabetic rats with reduced basal testosterone levels, the steroidogenic effects of
the single-dose hCG and TP03 were significantly reduced, and the effect of hCG was significantly higher
than that of TP03. In the case of a five-day treatment of diabetic rats with hCG and TP03, only the ste-
roidogenic effect of gonadotropin was reduced, while the corresponding effect of TP03 did not change and
was comparable to the hCG effect. With a five-day administration, the regulatory effects of TP03 on the ex-
pression of steroidogenic proteins in the testes of control and diabetic rats were similar. Compound TP03, in
contrast to hCG, in the control and diabetic groups did not reduce the expression of the Lhr gene, which en-
codes LH/hCG receptor, thus preventing a decrease in the sensitivity of the testes to gonadotropins in DM1.
Thus, a low-molecular-weight agonist TP03 is an effective stimulator of testosterone synthesis in severe DM1
with androgen deficiency characteristic of DM1.

Keywords: steroidogenesis, low-molecular-weight agonist, luteinizing hormone receptor, diabetes mellitus,
testes
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