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Для разработки подходов к лечению ишемических поражений мозга важно понимание механизмов ре-
гуляции апоптотической и аутофагической гибели нейронов. При сильно выраженном ишемическом
(или другом патологическом) воздействии нейроны могут гибнуть от активации и апоптоза, и аутофа-
гии. Целью работы является оценка вклада активации аутофагии и апоптоза в гибель нейронов CA1
района гиппокампа и лобной коры мозга крыс при двухсосудистой ишемии переднего мозга и гипотен-
зии и последующей длительной реперфузии, а также изучение способности инсулина, введенного ин-
траназально, предотвращать аутофагическую и апоптотическую гибель нейронов. Ингибитор аутофа-
гии 3-метиладенин или ингибитор апоптоза Ac-DEVD-CHO или фосфатный буфер вводили крысам
интрацеребровентрикулярно до ишемии и реперфузии. Для подсчета количества живых нейронов сре-
зы мозга окрашивали по Нисслю. При ишемии и реперфузии число живых нейронов в CA1 районе гип-
покампа снижалось до 58.3 ± 1.5% от их содержания у ложно-оперированных крыс (контроль, приня-
тый за 100%). Введение крысам ингибитора аутофагии или апоптоза увеличивало число живых нейро-
нов в районе CA1 гиппокампа c 58.3 ± 1.5% до 90.4 ± 2.2% (p < 0.001) и 71.6 ± 1.8% (p < 0.001) от контроля
соответственно. Введение крысам 0.5 МЕ инсулина (до ишемии и ежедневно в течение 7 дней при ре-
перфузии) нормализовало число живых нейронов в CA1 районе гиппокампа до 100.2 ± 1.9% от контро-
ля. В лобной коре мозга также наблюдалось снижение жизнеспособности нейронов при ишемии и ре-
перфузии и ее повышение при введении ингибиторов аутофагии и апоптоза и в большей степени при
введении инсулина. Отличие заключалось в меньшей чувствительности нейронов коры мозга, чем ней-
ронов гиппокампа, к ишемии и реперфузии. Полученные данные свидетельствуют о способности ин-
сулина, введенного интраназально, уменьшать гибель нейронов мозга, вызванную активацией аутофа-
гии и апоптоза, при ишемии мозга и реперфузии.
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В последние годы появились убедительные сви-
детельства того, что без понимания механизмов
аутофагической гибели нейронов и их взаимосвязи
с механизмами апоптотической гибели этих клеток
невозможно достичь серьезных успехов в разработ-
ке подходов к лечению ишемических поражений
мозга, в том числе инсультов. Основными причи-
нами гибели нейронов при ишемическом пораже-
нии мозга являются апоптоз, аутофагия и некроз.
При этом аутофагии принадлежит ключевая роль в
поддержании клеточного гомеостаза. Но в настоя-
щее время представления об исключительно за-
щитной роли аутофагии пересмотрены. Четко про-

слеживается участие аутофагических процессов в
гибели нейронов, прежде всего нейронов гиппо-
кампа, что продемонстрировано, в частности, при
ишемии и реперфузии мозга. Так, показана спо-
собность многих нейропротекторов повышать
жизнеспособность нейронов и других клеток мозга
благодаря ингибированию аутофагии при ишемии
мозга и его реперфузии. К ним относятся флавоно-
иды, ганглиозид GM1, финголимод (аналог сфин-
гозин-1-фосфата), N-ацетил-серотонин (предше-
ственник мелатонина), ресвератрол и другие со-
единения [1–7].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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При этом в научной литературе можно встре-
тить и работы, в которых найдено, что активация
аутофагии в мозге при некоторых видах ишемиче-
ского воздействия на него может носить защитный
характер. Так, активация аутофагии до ишемиче-
ского поражения мозга может обладать эффектом
прекондиционирования [8]. Активатор аутофагии
рапамицин способен уменьшать размер поражения
мозга и улучшать неврологические показатели у
животных при фокальной ишемии [9, 10]. Есть и
другие примеры благоприятного эффекта актива-
ции аутофагии на состояние животных при ише-
мии и реперфузии мозга [11, 12].

Но создается впечатление, что при достаточной
силе ишемического воздействия на мозг в его
острую фазу активация аутофагии приводит к ги-
бели нейронов мозга. В этой связи актуальным яв-
ляется исследование способности перспективных
нейропротекторов, которые могут найти себе при-
менение в клинической практике при лечении ин-
сультов и других патологических состояний, свя-
занных с ишемией мозга, предотвращать аутофаги-
ческую гибель нейронов и других клеток мозга при
этих патологиях, что будет способствовать более
глубокому пониманию механизма их защитного
действия.

По данным Всемирной организации здраво-
охранения от цереброваскулярных заболеваний в
мире ежегодно умирает около 5 млн человек. Из
общего числа этих болезней 80–85% приходится на
инсульт мозга [13]. Инсульт мозга является одной
из главных причин смерти людей в мире. Он уно-
сит больше жизней в развивающихся странах, чем
в развитых государствах [14]. При этом в развитых
странах, например в США, инсульт относится к ос-
новным причинам длительной и тяжелой инвалид-
ности людей [15].

Долгое время считали, что для понимания дей-
ствия нейропротекторов достаточно расшифро-
вать механизмы их антиапоптотического и антине-
кротического действия. Но сейчас стало совершен-
но ясно, что невозможно достичь понимания
нарушений в мозге при ишемии и реперфузии и
оценить действие на них нейропротекторов без ис-
следования аутофагической гибели нейронов. По-
видимому, сигнальные молекулы и внутриклеточ-
ные каскады, ответственные за регуляцию аутофа-
гии, могут стать одной из важнейших терапевтиче-
ских мишеней при лечении инсульта головного
мозга и других форм его ишемического поражения
[5, 16, 17].

Инсулин является одним из наиболее перспек-
тивных нейропротекторов. Это в значительной ме-
ре обусловлено возможностью его интраназально-
го введения, при котором он попадает непосред-
ственно в мозг, минуя гематоэнцефалический
барьер [18, 19]. Проведены многочисленные и в це-
лом успешные клинические испытания инсулина

при болезни Альцгеймера [20, 21], начаты испыта-
ния при болезни Паркинсона [22], им предшество-
вали исследования нейропротекторной роли инсу-
лина, введенного животным с нейродегенератив-
ными заболеваниями. Но, как ни странно, работы
по изучению способности инсулина, введенного
интраназально, предовращать гибель нейронов
мозга при его ишемическом поражении и последу-
ющей реперфузии практически отсутствуют, за ис-
ключением нескольких работ нашей лаборатории,
посвященных его способности нормализовать уро-
вень продуктов перекисного окисления липидов и
другие метаболические нарушения в мозгу моло-
дых и старых крыс [23, 24]. Эффект инсулина на
аутофагическую гибель нейронов мозга при ише-
мических воздействиях остается пока неизучен-
ным. И это, несмотря на большой интерес в совре-
менных научных исследованиях к той роли, кото-
рую играет аутофагия в гибели нейронов при
различных патологических процессах.

Целью настоящей работы является оценка вкла-
да аутофагии и апоптоза в гибель нейронов CA1
района гиппокампа и лобной коры мозга крыс при
двухсосудистой ишемии переднего мозга с гипо-
тензией и последующей реперфузией, а также изу-
чение способности инсулина, введенного интрана-
зально, предотвращать гибель нейронов, вызван-
ную активацией этих процессов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реактивы и материалы. Для интраназальных

введений использовался бычий инсулин (I5500,
Sigma, США), для интрацеребровентрикуляр-
ных введений – ингибитор аутофагии 3-метиладе-
нин (M9281, Sigma, США), ингибитор каспаз
Ac-DEVD-CHO (BD Pharmigen, BD Biosciences,
США). Животных наркотизировали хлоралгидра-
том (#15307, Sigma-Aldrich, США). Для катетериза-
ции бедренной артерии применялся катетер (1.0 ×
× 0.6 × 210 мм, 23G) от компании SciCat (Россия).
Материал шовный хирургический стерильный (не-
рассасывающиеся лавсановые нити МР1,5 USP4-0,
ООО “Линтекс”, Россия) накладывался для скреп-
ления мягких тканей в области бедра и шеи. Кожа
сшивалась с помощью одноразового стерильного
степлера (Appose ULC auto suture, Covidien, США).

Интраназальное введение инсулина. Опыты про-
водили на самцах крыс линии Вистар массой 270–
330 г. Инсулин (Sigma, США) в дозе 0.5 МЕ на кры-
су вводили интраназально за 1 ч до окклюзии каро-
тидных артерий и гипотензии, а затем ежедневно в
течение 7 дней на стадии реперфузии. Для этого в
каждую ноздрю животного вводили по 10 мкл рас-
твора, содержащего 1 мг инсулина в 1 мл цитратно-
го буфера, что соответствует 0.5 МЕ инсулина.
Цитратный буфер готовили как смесь равных объ-
емов растворов 100 мМ лимонной кислоты и
100 мМ цитрата натрия, pH 4.4.
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Операция по введению ингибиторов апоптоза и
аутофагии в боковой (I) желудочек мозга крыс. Для
того, чтобы определить, как влияет активация про-
цессов аутофагии и апоптоза на жизнеспособность
нейронов при двухсосудистой ишемии переднего
мозга с гипотензией и последующей реперфузией
крысам интрацеребровентрикулярно вводили ин-
гибиторы аутофагии и апоптоза. Для того, чтобы
уровнять возможные последствия такого введения,
всем остальным группам животных вводили интра-
церебровентрикулярно стерильный фосфатный
буфер, использовавшийся для растворения инги-
биторов.

После наркотизации крыс хлоралгидратом, вво-
димым внутримышечно в дозе 400 мг/кг веса крыс,
животных помещали в стереотаксис. Для трепана-
ции черепа использовался стоматологический бор
в области, расположенной над I желудочком мозга
(координаты: AP = –0.92 мм, L = 1.5 мм, V = 3.5 мм
относительно брегмы) в соответствии со стерео-
таксическим атласом [25]. Крысам вводили интра-
церебровентрикулярно 20 мкг 3-метиладенина
(3-МА) или 10 мкг Ac-DEVD-CHO, в виде раство-
ров в фосфатном буфере объемом 4.5 мкл или ана-
логичный объем фосфатного буфера за 30 мин до
ишемического воздействия с помощью шприца
(Hamilton, США).

Двухсосудистая ишемия переднего мозга крыс с
гипотензией и последующей реперфузией. Двухсосу-
дистую ишемию переднего мозга вызывали у нар-
котизированных хлоралгидратом крыс путем пере-
жатия на 10 мин каротидных артерий в сочетании с
гипотензией – снижением артериального давления
до 40 мм ртутного столба путем отбора крови в
шприц с гепарином, как это описано ранее [26]. Ре-
перфузию переднего мозга проводили, разжимая
каротидные артерии и возвращая в кровяное русло
кровь с гепарином, отобранную шприцом на ста-
дии ишемии [26]. В качестве контрольных живот-
ных использовали ложно-оперированных крыс.
Животным после завершения ишемии обрабаты-
вали раны стрептоцидом и накладывали швы. По-
слеоперационный уход за животными осуществ-
лялся в течение 7 дней при содержании на стан-
дартном рационе.

Определение числа живых нейронов в CA1 районе
гиппокампа и лобной коре мозга. Через 7 сут после
начала реперфузии проводили определение числа
живых нейронов в CA1 районе гиппокампа и лоб-
ной коре мозга крыс. Наркотизированных хлорал-
гидратом животных декапитировали, извлекали
мозг, промывали охлажденным физиологическим
раствором и помещали на 7 дней в раствор 4% па-
раформальдегида в 0.1 М фосфатном буфере
(+4°С). Для криопротекции мозг выдерживали в
растворе 30%-ной сахарозы 7 дней при +4°С, после
этого его замораживали в изопентане и далее хра-
нили при –80°С. Из области лобной коры мозга и

CA1 района и гиппокампа получали чередующиеся
серии фронтальных срезов (10 мкм) с помощью
криостата (Leika, Германия). Каждый 10-й срез
монтировали на покрытые желатином стекла (Био-
Витрум, Россия). Для оценки количества живых
нейронов проводили окрашивание толуидиновым
синим по модифицированному методу Ниссля
[27]. Каждая группа животных включала по 3 кры-
сы. Снимки (n = 15–20 с каждого среза) получали с
помощью микроскопа “Сarl Ziess Axio A1”
(“Ziess”, Германия) со встроенной телевизионной
камерой “AxioCam 712 color” (“Ziess”, Германия) и
программы ZEN 3.4 (Zen pro). С помощью про-
граммы Image J (США) оценивали количество жи-
вых клеток в СА1 области гиппокампа на участке
длиной 300 μм, а в коре – в квадрате со стороной
300 μм.

Статистическая обработка данных. Данные
приведены как среднее ± SEM. Статистическую
достоверность различий в связи с тем, что речь идет
о более, чем трех группах данных, определяли ме-
тодом однофакторного дисперсионного анализа
(ANOVA) с применением Tukey’s теста для множе-
ственных сравнений, используя Prizm. Достовер-
ными различия считали при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Одной из основных задач исследования было

определение общей жизнеспособности нейронов в
CA1 районе гиппокампа и в лобной коре мозга и
вклада аутофагии и апоптоза в их гибель при двух-
сосудистой ишемии переднего мозга в сочетании с
гипотензией и последующей его реперфузией.
Окрашивание толуидиновым синим по модифи-
цированному методу Ниссля выявило значитель-
ное (почти в два раза) снижение числа живых ней-
ронов в районе CA1 гиппокампа при этом воздей-
ствии на мозг (рис. 1a). При этом введение
ингибиторов аутофагии и апоптоза и в еще боль-
шей мере инсулина крысам с ишемией и реперфу-
зией мозга, увеличивало число живых нейронов в
CA1 районе гиппокампа (рис. 1a).

Количество живых нейронов у ложно-опериро-
ванных крыс принимали за 100%, это контрольные
значения. При глобальной ишемии переднего моз-
га и последующей реперфузии их число в CA1 рай-
оне гиппокампа снижалось в наших опытах до
58.3 ± 1.5% от контроля (рис. 1b). Чтобы избежать
гибели подопытных животных, мы применяли
ишемическое воздействие в течение 10 мин. При
более жестком пятнадцатиминутном воздействии,
как правило, наблюдается гибель большей части
нейронов в CA1 районе гиппокампа – до 90% от их
числа у ложно-оперированных животных [см., на-
пример 28]. Наши результаты согласуются с дан-
ными других авторов, также применявших 10-ми-
нутную двухсосудистую ишемию с гипотензией и
последующей реперфузией и также показавших,
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Рис. 1. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-метиладенина) и апоптоза (Ac-DEVD-CHO) на жизнеспособность
нейронов в районе CA1 гиппокампа при двухсосудистой ишемии и гипотензии переднего мозга крыс и последующей ре-
перфузии.
(a) – Фотографии срезов района CA1 гиппокампа крыс, окрашенных по модифицированному методу Ниссля для выяв-
ления числа живых нейронов. Масштаб 200 мкм. (b) – Результаты приведены как среднее ± SEM из данных, полученных
при определении числа живых нейронов в районе CA1 гиппокампа крыс (число определений не менее 150 в каждой груп-
пе животных). Сокращения на рисунке: ShO – ложно-оперированные крысы, Isch – крысы, подвергнутые двухсосуди-
стой ишемии в сочетании с гипотензией в течение 10 мин, а затем реперфузии в течение 7 сут, Ins – инсулин, 3-MA – 3-ме-
тиладенин. Введениe инсулина (0.5 МЕ/крысу, интраназально) проводили за 1 ч до ишемического воздействия и затем
ежедневно в течение 7 дней реперфузионного периода. 20 мкг 3-метиладенина или 10 мкг Ac-DEVD-CHO или фосфатный
буфер вводили интрацеребровентрикулярно за 30 мин до ишемии. Различия достоверны согласно методу однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием Tukey’s теста для множественных сравнений по срав-
нению: * и **– с ложно-оперированными крысами, * – p < 0.05, ** – p < 0.001, x – c крысами с ишемией и реперфу-
зией, p < 0.001, # – c крысами с ишемией и реперфузией, получавшими Ac-DEVD-CHO, p < 0.001.
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что при этом живыми остается значительно боль-
шая часть нейронов в СА1 районе гиппокампа, чем
при пятнадцатиминутной ишемии [29].

Для того, чтобы определить, какой вклад в ги-
бель нейронов гиппокампа вносят аутофагические
и апоптотические процессы, мы использовали ин-
трацеребровентрикулярное введение ингибитора
аутофагии 3-МА и ингибитора апоптотических
процессов Ac-DEVD-CHO, подавляющего актив-
ность различных каспаз, прежде всего касапазы-3
и каспазы-7.

Как видно из данных на рис. 1b, введение инсу-
лина ложно-оперированным крысам не оказывало
достоверного воздействия на число выживших
нейронов, как и введение ингибиторов аутофагии
и апоптоза (3-МА и Ac-DEVD-CHO соответствен-
но). В то же время влияние введения ингибиторов
аутофагии и апоптоза крысам, подвергнутым воз-
действию глобальной ишемии и реперфузии пе-
реднего мозга, было хорошо выражено. Так, интра-
церебровентрикулярное введение крысам ингиби-
тора аутофагии 3-МА увеличивает число живых
нейронов в районе CA1 гиппокампа c 58.3 ± 1.5%
до 90.4 ± 2.2% (p < 0.001) от их уровня этом районе
мозга у ложно-оперированных крыс (рис. 1b). На
основании этих данных нетрудно рассчитать, что
при введении крысам с ишемией и реперфузией
мозга 3-МА гибель нейронов в CA1 районе гиппо-
кампа уменьшается более, чем на 70%. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что активация
аутофагии является, по-видимому, основной при-
чиной гибели нейронов в CA1 районе гиппокампа
при использовании нашей модели глобальной
ишемии переднего мозга. Наши данные в этом от-
ношении согласуются с данными Cui и соавт. [28],
которые применяли сходную модель двухсосуди-
стой ишемии переднего мозга. Аутофагия является
одной из основных причин гибели нейронов в CA1
районе гиппокампа мозга и при использовании
других моделей ишемического и реперфузионного
воздействия [см., например, 30].

Полученные нами данные свидетельствуют
также о существенном вкладе апоптотических
процессов в общую гибель нейронов при ишемии
и последующей реперфузии. Так, интрацеребро-
вентрикулярное введение крысам ингибитора апо-
птотических процессов Ac-DEVD-CHO увеличи-
вает число выживших при ишемии и реперфузии
нейронов в CA1 районе гиппокампа с 58.3 ± 1.5%
до 71.6 ± 1.8% (p < 0.001) от числа живых нейронов
в контроле (рис. 1b). Расчеты показывают, что при
введении крысам ингибитора апоптоза число ней-
ронов, погибших в CA1 районе гиппокампа от воз-
действия ишемии и реперфузии, уменьшается при-
мерно на 30%, что примерно соответствует доле
нейронов, погибших при этом воздействии от апо-
птоза. Интересно отметить, что количество нейро-
нов, выживших при ишемии и реперфузии в при-

сутствии ингибитора аутофагии 3-МА (90.4 ± 2.2%)
достоверно выше (p < 0.001), чем их число, выжив-
шее в присутствии ингибитора апоптоза (71.6 ±
±1.8%). Это подтверждает важную роль активации
аутофагии в гибели нейронов гиппокампа при
ишемии и реперфузии. При этом апоптоз, наряду с
аутофагией, относится к основным причинам ги-
бели нейронов в CA1 районе гиппокампа при двух-
сосудистой ишемии с гипотензией и последующей
реперфузией переднего мозга.

В наших опытах инсулин полностью нормали-
зовал жизнеспособность нейронов в CA1 района
гиппокампа при его интраназальном введении
крысам в дозе 0.5 МЕ за час до ишемического воз-
действия, а затем ежедневно в течение 7 дней в пе-
риод реперфузии. Число живых нейронов в этом
районе мозга у крыс с ишемией и реперфузией, по-
лучавших инсулин, составляло 100.2 ± 1.9% от
их количества у ложно-оперированных крыс
(рис. 1b). Эти данные показывают, что инсулин
способен предотвращать как аутофагическую, так
и апоптитическую гибель нейронов в CA1 районе
гиппокампа при двухсосудистой ишемии передне-
го мозга в сочетании с гипотензией и последующей
реперфузией.

Мы проводили также определение влияния
ишемии переднего мозга и последующей реперфу-
зии на жизнеспособность нейронов лобной коры
мозга (рис. 2). Согласно нашим данным, нейроны
коры мозга являются менее чувствительными к та-
кому воздействию, чем нейроны СA1 района гип-
покампа (рис. 1 и 2). Так, в лобной коре мозга в тех
же условиях ишемии и реперфузии живыми оста-
вались 74.2 ± 1.4% нейронов от их числа у ложно-
оперированных крыс (рис. 2b), а не 58.3 ± 1.5%, как
в CA1 районе гиппокампа, различия обладают вы-
сокой степенью достоверности (p < 0.001).

При введении ингибиторов аутофагии 3-МА и
апоптоза Ac-DEVD-CHO число выживших нейро-
нов в лобной коре мозга крыс, подвергнутых ише-
мии и реперфузии, повышалось с 74.2 ± 1.4 до
89.2 ± 1.2 и до 83.8 ± 1.1% соответственно (рис. 2b).
Большее повышение жизнеспособности нейронов
под влиянием ингибитора аутофагии, чем апоптоза
(p < 0.05), говорит, очевидно, о том, что аутофагия
является основной причиной гибели нейронов при
ишемии и реперфузии и в коре мозга, а не только в
гиппокампе, хотя и апоптоз вносит свой вклад в
обоих случаях. Эти данные позволяют предпола-
гать, что при этом воздействии гибель нейронов
мозга от аутофагии превышает их гибель от апо-
птоза в разных районах мозга.

В обеих структурах интраназальное введение
инсулина крысам значительно повышало число
выживших при ишемии и реперфузии нейронов. В
лобной коре мозга живыми оставались 92.5 ± 1.3%
нейронов от их числа в контроле, причем различия
с данными по мозгу ложно-оперированных живот-
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ных были достоверными (p < 0.01). Введение кры-
сам инсулина существенно превышает способ-
ность каждого из ингибиторов уменьшать гибель

нейронов при ишемии и реперфузии мозга (рис. 2).
Так, не сложно рассчитать, что введение инсулина
крысам предотвращает гибель 70.9% нейронов,

Рис. 2. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-метиладенина) и апоптоза (Ac-DEVD-CHO) на жизнеспособность
нейронов в лобной коре мозга при двухсосудистой ишемии и гипотензии переднего мозга и последующей реперфузии.
(a) – Фотографии срезов лобной коры мозга, окрашенных по модифицированному методу Ниссля для выявления числа
живых нейронов. Масштаб 200 мкм. (b) – Результаты приведены как среднее ± SEM из данных, полученных при опреде-
лении числа живых нейронов в лобной коре мозга крыс (число определений не менее 150 в каждой группе животных).
Расшифровка сокращений и описание условий опытов, как на на рис. 1. Различия достоверны согласно методу однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием Tukey’s теста для множественных сравнений по сравнению:
* и **– с ложно-оперированными крысами, * – p < 0.001, ** – p < 0.01, x – c крысами с ишемией и реперфузией, p < 0.001,
# – c крысами, с ишемией и реперфузией, получавшими Ac-DEVD-CHO, p < 0.05.
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а введение ингибиторов апоптоза и аутофазии ги-
бель 37.3% и 58.4% нейронов при ишемии и репер-
фузии мозга соответственно. Эти данные показы-
вают, что инсулин снижает гибель нейронов в лоб-
ной коре мозга как от аутофагии, так и апоптоза,
хотя и не предотвращает ее, как в CA1 районе гип-
покампа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Аутофагии принадлежит важная роль в поддер-

жании клеточного гомеостаза, основанном на тон-
кой регуляции баланса между биосинтезом и де-
градацией белков и других макромолекул. Аутофа-
гия представляет собой катаболический путь, с
помощью которого долгоживущие белки, не вовле-
ченные в выполнение важных функций, повре-
жденные клеточные органеллы и неправильно
свернутые белки подвергаются деградации и вновь
используются для поддержания гомеостаза клеток
и их нормального функционирования. Однако
многие ранее сформировавшиеся представления
требуют значительного пересмотра. Так, по дан-
ным последних лет четко прослеживается участие
аутофагических процессов в гибели нервных кле-
ток, прежде всего нейронов гиппокампа и коры
мозга при разных патологических процессах, это
показано, в частности, при ишемии и реперфузии
головного мозга. Защитные свойства многих ней-
ропротекторов при этой патологии зависят от ин-
гибирования ими аутофагических процессов [1–7].
При этом активация аутофагии в мозге при некото-
рых видах ишемического воздействия на него мо-
жет носить защитный характер [8–12]. Но при до-
статочной силе ишемического и последующего ре-
перфузионного воздействия на мозг активация
аутофагии в острую фазу воздействия, очевидно,
приводит к гибели нейронов мозга. Это не исклю-
чает возможности того, что на поздних сроках по-
сле ишемического воздействия аутофагия может
способствовать сохранению жизнеспособности
нейронов.

В настоящее время считается, что без понима-
ния роли не только апоптотоза, но и аутофагии в
гибели нервных клеток мозга и регуляции этих
процессов нельзя достичь серьезных успехов в раз-
работке подходов к лечению ишемических пораже-
ний мозга, в том числе инсультов [5, 16, 17].

Инсулин при его интраназальном введении яв-
ляется одним из наиболее перспективных нейро-
протекторов, однако в литературе нам не встрети-
лось данных о его влиянии на аутофагическую ги-
бель нейронов мозга при каких-либо формах
ишемии и реперфузии. В нашей работе впервые
показано, что интраназальное введение инсулина
крысам в дозе 0.5 МЕ перед ишемическим воздей-
ствием и затем ежедневно в течение 7 дней репер-
фузии практически полностью предотвращает как
аутофагическую, так и апоптотическую гибель

нейронов в CA1 районе гиппокампа при глобаль-
ной ишемии переднего мозга и его последующей
реперфузии. В лобной коре мозга нами отмечено
снижение аутофагической и апоптотической гибе-
ли нейронов под влиянием интраназального введе-
ния 0.5 МЕ инсулина.

По нашим данным нейроны CA1 района гиппо-
кампа значительно более чувствительны к воздей-
ствию ишемии и реперфузии, чем нейроны лобной
коры мозга. Так, в настоящей работе найдено, что
при 10-минутной двухсосудистой ишемии перед-
него мозга в сочетании с гипотензией и последую-
щей реперфузией в течение 7 сут в CA1 районе гип-
покампа выживает 58.3 ± 1.5% нейронов, а в лоб-
ной коре мозга – 74.2 ± 1.4%, различия
достоверны, p < 0.001. Полученные нами данные
согласуются с литературными. Бóльшая чувстви-
тельность к ишемическому и реперфузионному
воздействию нейронов CA1 района гиппокампа,
чем коры мозга была показана ранее в ряде работ
(см., например, [31, 32]).

Как уже упоминалось в начале статьи, наиболее
адекватным и перспективным способом введения
инсулина является его интраназальное введение,
при котором инсулин попадает непосредственно в
мозг и практически только в мозг [18, 19]. При
этом, как ни странно, нам не встретилось в литера-
туре публикаций, кроме работ нашей лаборатории
[23, 24], в которых бы исследовали эффекты интра-
назального введения инсулина животным, под-
вергнутым ишемии мозга и последующей реперфу-
зии. Но есть немало работ, в которых животным с
ишемией и реперфузией вводили интраназально
инсулиноподобный фактор роста 1 (IGF-1). (см.,
например, [33–36]. В одной из этих работ [36] по-
казана способность IGF-1 ингибировать актива-
цию аутофагии при ишемии и реперфузии мозга.
В этой работе [36] исследовалось действие актива-
тора плазминогена (PLAT/tPA), вызывающего
тромболизис при тромбоэмболическом инсульте у
мышей. Было показано, что PLAT/tPA обладает
способностью отщеплять связывающий IGF-1 бе-
лок-3 и таким образом высвобождать IGF-1, обла-
дающий нейропротекторным эффектом благодаря
способности взаимодействовать со своими рецеп-
торами и ингибировать чрезмерную активацию
аутофагии при экспериментальном ишемическом
поражении мозга мышей.

В силу каких-то причин [37] нейропротектор-
ные эффекты интраназального введения инсулина
интенсивно изучают при болезни Альйгеймера и
других нейродегенеративных болезнях, наряду с
опытами на животных проводятся многочислен-
ные клинические испытания [20–22]. Но при ише-
мии и реперфузии мозга изучают преимуществен-
но защитные эффекты IGF-1. При этом инсулин
может оказаться более перспективным нейропро-
тектором для его возможного применения в кли-
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нической практике при ишемическом поражении
мозга, чем IGF-1 [37].

Наша работа впервые показала, что инсулин
способен уменьшать или даже предотвращать, если
речь идет о нейронах CA1 района гиппокампа, не
только апоптотическую, но и аутофагическую ги-
бель нейронов при ишемии и реперфузии мозга.
Это согласуется с данными о том, что инсулин спо-
собен ингибировать процессы аутофагии в экстра-
невральных органах и тканях – в скелетных мыш-
цах здоровых людей [38], в хондроцитах [39], в
сердце мышей с экспериментальным диабетом
[40].

Наши данные об уменьшении инсулином апо-
птотической гибели нейронов мозга при ишемии и
реперфузии согласуются с результатами Руссо
и соавт. [41]. Эти авторы, изучая воздействие ин-
трацеребровентрикулярного введения инсулина
крысам, показали, что этот протектор увеличивает
общую жизнеспособность нейронов мозга, осо-
бенно в районе CA3 гиппокампа и предотвращает
их апоптотическую гибель.

Большой интерес представляет выяснение во-
проса о механизме предотвращения или уменьше-
ния инсулином при его интраназальном введении
аутофагической гибели нейронов мозга при ише-
мии и реперфузии этого органа. По-видимому, его
эффект связан прежде всего с его способностью
ингибировать АМФ-активируемую протеинкиназу
(AMPK) и активировать протеинкиназу B (Akt) и
mTOR. Так, нами было найдено, что инсулин инги-
бирует активность AMPK в культуре нейронов ко-
ры мозга [42]. А активация этой протеинкиназы,
как известно, является триггером процессов ауто-
фагии [43]. Наши результаты об ингибировании
инсулином активности AMPK в нейронах коры
мозга [42] согласуются с данными об ингибирова-
нии инсулином AMPK в гипоталамусе крыс [44] и
в экстраневральных клетках и тканях (см., напри-
мер, [45]). Кроме того, инсулин активирует проте-
инкиназы Akt1 и mTOR [42, 46]. А эти протеинки-
назы ингибируют процессы аутофагии [7, 43]. По-
видимому, модуляция инсулином активности про-
теинкиназ AMPK, Akt и mTOR играет важную роль
в его способности предотвращать аутофагическую
гибель нейронов при ишемии и реперфузии мозга.

Настоящая работа является начальным этапом
изучения влияния инсулина на аутофагические
процессы в ткани мозга при ишемии и реперфузии.
Она показала, что такого рода исследования пер-
спективны и актуальны, что способность инсулина
при его интраназальном введении снижать или да-
же предотвращать аутофагическую гибель нейро-
нов при этой патологии вносит большой вклад в
его нейропротекторный эффект.
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INTRANASAL INSULIN DECREASES AUTOPHAGIC 
AND APOPTOTIC DEATH OF NEURONS

IN THE RAT HIPPOCAMPAL C1 REGION AND FRONTAL CORTEX UNDER 
FOREBRAIN ISCHEMIA–REPERFUSION

E. A. Fokinaa, I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa,
D. K. Avrovaa, I. O. Ilyasova and , and N. F. Avrovaa,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: avrova@iephb.ru

The development of approaches to therapy of ischemic brain injuries requires a better insight into the mecha-
nisms that regulate both apoptotic and autophagic death of neurons. Under a strong ischemic (or other patho-
logical) exposure, neurons can die from the activation of both apoptosis and autophagy. This work was aimed to
assess the contribution of autophagy and apoptosis activation to neuronal cell death in the hippocampal CA1 re-
gion and frontal cortex using the rat two-vessel occlusion/hypotension model of global forebrain ischemia with
subsequent long-term reperfusion, as well as to study the ability of intranasal insulin to prevent autophagic and
apoptotic death of neurons. The inhibitors of autophagy (3-methyladenine), apoptosis (Ac-DEVD-CHO), or
phosphate buffer (for control) were administered to rats intracerebroventricularly before ischemia and reper-
fusion. To count viable neurons, brain sections were stained with a Nissl stain. During ischemia–reperfusion,
the number of viable neurons in the hippocampal CA1 region decreased by 58.3 ± 1.5% of their count in sham-
operated rats (control taken as 100%). The administration of autophagy or apoptosis inhibitors increased the
number of viable neurons in the hippocampal CA1 region from 58.3 ± 1.5% to 90.4 ± 2.2% (p < 0.001) and
71.6 ± 1.8% (p < 0.001) vs. control, respectively. Intranasal insulin administration at a dose of 0.5 IU (before
ischemia and at a daily basis for 7 days during reperfusion) normalized the number of viable neurons in the
hippocampal CA1 region up to 100.2 ± 1.95% vs. control. In the frontal cortex, the viability of neurons also
decreased under ischemia–reperfusion, while the number of viable neurons increased after the administration
of autophagy or apoptosis inhibitors, and even to a greater extent after intranasal insulin administration. The
main difference was a lower sensitivity of cortical vs. hippocampal neurons to ischemia–reperfusion. These data
indicate that intranasal insulin is able to decrease the death of brain neurons caused by the activation of autoph-
agy and apoptosis due to ischemia–reperfusion.

Keywords: brain ischemia, autophagy, apoptosis, neuronal viability, intranasal insulin
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