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Найдено, что ишемия и последующая трехдневная реперфузия переднего мозга приводят к увеличе-
нию уровня маркера аутофагии LC3B-II, уровня глиального фибриллярного кислого белка (GFAP) 
и активации каспазы-3 в гиппокампе и лобной коре мозга крыс. При этом интраназальное введение 
крысам с ишемией и реперфузией мозга 0.5 МЕ инсулина (до ишемии и ежедневно при реперфузии) 
достоверно и значительно снижает уровень LC3B-II и активность каспазы-3 в изучаемых структурах. 
Это показывает способность инсулина ингибировать активацию аутофагии и апоптоза в переднем моз-
ге при его ишемии и реперфузии. Не удалось выявить достоверного снижения уровня GFAP в этих 
районах мозга под влиянием введения животным инсулина. Показано, что интраназальное введение 
инсулина активирует протеинкиназу Akt (активирующую комплекс mTORС1, ингибирующий процес-
сы аутофагии) и ингибирует протеинкиназу AMPK (инициируюшую процессы аутофагии) в гиппо-
кампе и коре мозга крыс, что, очевидно, лежит в основе его способности снижать аутофагическую 
и апоптотическую гибель нейронов. Данные о модуляции инсулином активности протеинкиназ Akt 
и AMPK в опытах in vivo согласуются с результатами исследования возможного механизма нейропро-
текторного действия инсулина, проведенными нами ранее in vitro на нейронах коры мозга в состоянии 
окислительного стресса.
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ВВЕДЕНИЕ
По данным Всемирной организации здравоох-

ранения от цереброваскулярных заболеваний в ми-
ре ежегодно умирают миллионы людей [1]. Как 
показал анализ систематических исследований, 
проведенных в 1990–2019 гг. в 204 странах, выпол-
ненный в рамках “The Global Burden of Diseases 
Study”, инсульт мозга является одной из основных 
причин смерти людей в мире, по суммарному по-
казателю как причина смерти и инвалидности он 
занимает в мире третье место. За период с 1990 по 
2019 г. число инсультов в мире значительно увели-
чилось, причем он уносит больше жизней в разви-
вающихся странах, чем в развитых государствах [2]. 
При этом в развитых странах ишемические пора-
жения мозга чаще приводят к длительной и тяже-
лой инвалидности людей [3]. Одним из патологи-
ческих состояний, значительно повышающих риск 
возникновения инсультов мозга, является болезнь 

малых сосудов мозга (cerebral small vessel disease), 
вызывающая поражение ткани мозга и нарушение 
когнитивных функций [4–5]. Изучению ее про-
явлений и патогенеза, возможных подходов к ле-
чению и профилактике этой болезни в настоящее 
время уделяется большое внимание [4–6].

Инсулин представляет собой не только гормон, 
но и один из наиболее важных нейротрофических 
факторов и перспективных для клинического при-
менения нейропротекторов. Наиболее эффектив-
ными способами доставки инсулина при иссле-
довании его влияния на процессы, протекающие 
в мозге, является интраназальное и интрацеребро-
вентрикулярное (ICV) введение. При этих спосо-
бах введения инсулин доставляется в мозг, не про-
ходя через гематоэнцефалический барьер [7–8]. 
При этом интраназальное введение инсулина не 
является травматичным. Оно может быть примене-
но для лечения больных. Клинические испытания 
интраназального введения инсулина при болезни 
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Альцгеймера были достаточно успешными (см., 
например, [9–10]), начаты его испытания при бо-
лезни Паркинсона [11] и других нейродегенератив-
ных патологиях. Защитный эффект инсулина был 
также показан на животных с моделями нейродеге-
неративных заболеваний [12–13].

Но работ по изучению нейропротекторного эф-
фекта интраназального введения инсулина при 
ишемических поражениях мозга пока крайне ма-
ло [14–15]. Существенным пробелом в понимании 
механизма нейропротекторного действия инсули-
на являлось до недавнего времени полное отсут-
ствие данных о способности инсулина при каких 
бы то ни было способах его введения предотвра-
щать аутофагическую гибель нейронов мозга при 
ишемических воздействиях и последующей репер-
фузии. При этом по современным представлениям 
гибель нейронов от чрезмерной активации аутофа-
гии играет важнейшую роль в поражении мозга от 
ишемических воздействий и последующей репер-
фузии. От наших знаний о способах предотвраще-
ния гибели нервных клеток мозга при активации 
аутофагии в большой мере зависит успешность 
разработки подходов к лечению разных форм ише-
мического поражения мозга, прежде всего инсуль-
та головного мозга [16–18].

Неоспоримо, что аутофагии принадлежит важ-
нейшая роль в поддержании клеточного гомеос-
таза и, следовательно, она выполняет защитные 
функции. Но, как оказалось, активация аутофа-
гии может не только способствовать повышению 
жизнеспособности клеток при патологических 
воздействиях на мозг, но и часто приводит к их 
гибели. Так, во многих работах показано, что при 
ишемии и реперфузии мозга, которая сопрово-
ждается активацией аутофагических и апоптоти-
ческих процессов, происходит гибель нейронов 
как от активации аутофагии, так и от активации 
апоптоза [16, 19–24]. Объективности ради, следу-
ет отметить, что в ряде современных публикаций 
можно найти и примеры того, что увеличение ин-
тенсивности аутофагии в мозге при ишемических 
воздействиях может приводить к повышению 
жизнеспособности нейронов и улучшению функ-
ций мозга [25–27]. Но, по-видимому, при доста-
точной силе ишемического воздействия на мозг 
активация аутофагии, как правило, приводит к ги-
бели нейронов. В этой связи актуальным является 
выявление соединений, обладающих нейропро-
текторными свойствами, способных снижать или 
предотвращать аутофагическую гибель нейронов 
и других клеток мозга при ишемических и других 
патологических воздействиях на мозг. Особый ин-
терес, очевидно, представляют те из них, которые 
могут найти применение в клинической практике. 
К таким нейропротекторам, несомненно, отно-
сится инсулин.

Нами недавно было впервые показано, что 
интраназальное введение инсулина практически 
полностью предотвращает гибель нейронов в CA1 
районе гиппокампа при двухсосудистой ише-
мии и последующей реперфузии мозга. При этом 
в проведенном исследовании получены свидетель-
ства того, что основными причинами смерти ней-
ронов являлась их аутофагическая и апоптотиче-
ская гибель, что позволило нам прийти к выводу 
о способности инсулина при его интраназальном 
введении предотвращать и аутофагичесую, и апоп-
тотическую гибель нейронов [28]. В опытах in vitro 
на изолированных нейронах коры мозга нами было 
показано, что инсулин способен достоверно и зна-
чительно снижать активацию процессов аутофагии 
и апоптоза, происходящую под влиянием окисли-
тельного стресса [29]. Выявлены те сигнальные пу-
ти, модуляция которых инсулином может лежать 
в основе его антиаутофагического и антиапопто-
тического воздействия [29]. Но необходимо было 
также показать способность инсулина не только in 
vitro, но и in vivo снижать уровень маркеров аутофа-
гии и апоптоза и, соответственно, интенсивность 
этих процессов в гиппокампе и других структурах 
переднего мозга, а также способность этого ней-
ропротектора модулировать активность протеин-
киназ, которые оказывают влияние на степень ау-
тофагической и апоптотической гибели нейронов 
мозга. Именно этим вопросам посвящена настоя-
щая статья.

Целью проведенной работы является изучение 
способности инсулина, ингибиторов аутофагии 
(3-метиладенина) и апоптоза (Аc-DEVD-CHO) 
уменьшать уровень одного из основных маркеров 
аутофагии LC3B-II и астроглиального фибрилляр-
ного кислого белка (GFAP) в гиппокампе и коре 
мозга крыс, увеличенных при ишемии и реперфу-
зии переднего мозга; в цели работы входит также 
изучение способности инсулина снижать актив-
ность каспазы-3 и модулировать в этих структурах 
активность протеинкиназ, от которых в наиболь-
шей мере может зависеть предотвращение им ауто-
фагической и апоптотической гибели нейронов 
мозга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реактивы и материалы. Для интраназальных 

введений использовался бычий инсулин (I5500, 
Sigma, США), для интрацеребровентрикулярных 
введений – ингибитор аутофагии 3-метиладенин 
(M9281, “Sigma”, США), ингибитор каспаз Ac-
DEVD-CHO (BD Pharmigen, “BD Biosciences”, 
США). Животных наркотизировали хлоралгидра-
том (#15307, “Sigma-Aldrich”, США). Для кате-
теризации бедренной артерии применялся кате-
тер (1.0×0.6×210 мм, 23G) от компании “SciCat” 
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(Россия). Материал шовный хирургический сте-
рильный (нерассасывающиеся лавсановые нити 
МР1,5 USP4–0, ООО “Линтекс”, Россия) накла-
дывался для скрепления мягких тканей в области 
бедра и шеи. Антитела и другие реактивы, исполь-
зовавшиеся для иммуноблоттинга, приведены 
в соответствующем разделе.

Интраназальное введение инсулина. Опыты про-
водили на самцах крыс линии Вистар массой тела 
270–330 г. Инсулин (“Sigma”, США) в дозе 0.5 МЕ 
на крысу вводили интраназально за 1 ч до окклю-
зии каротидных артерий и гипотензии, а затем 
ежедневно в течение 3 дней на стадии реперфузии. 
Для этого в каждую ноздрю животного вводили по 
10 мкл раствора, содержащего 1 мг инсулина в 1 мл 
цитратного буфера, что соответствует 0.5 МЕ ин-
сулина. Цитратный буфер готовили как смесь рав-
ных объемов растворов 100 мМ лимонной кислоты 
и 100 мМ цитрата натрия, pH 4.4.

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 
уравнять возможные последствия такого введения 
всем остальным группам животных вводили ин-
трацеребровентрикулярно 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 = 1.5мм, V = 3.5 мм 
относительно брегмы) в соответствии со стерео-
таксическим атласом [30]. Крысам вводили интра-
церебровентрикулярно 20 мкг 3-метиладенина (3-
МА) или 10 мкг Ac-DEVD-CHO, в виде растворов 
в фосфатном буфере объёмом 4.5 мкл или анало-
гичный объем фосфатного буфера за 30 минут 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 давле-
ния до 50 мм ртутного столба путем отбора крови 
в шприц с гепарином, как это описано ранее [31]. 
Реперфузию переднего мозга проводили, разжи-
мая каротидные артерии и возвращая в кровяное 
русло кровь с гепарином, отобранную шприцом 

на стадии ишемии [32]. В качестве контрольных 
животных использовали ложно-оперированных 
крыс. Животным после завершения ишемии обра-
батывали раны стрептоцидом и накладывали швы. 
Послеоперационный уход за животными осущест-
влялся в течение 3 дней при содержании на стан-
дартном рационе.

Определение активности каспазы-3. Измерение 
активности проводили с помощью набора от ком-
пании “Abcam” (#ab39401, Великобритания) в со-
ответствии с инструкцией производителя.

Определение методом иммуноблоттинга уровня 
маркера аутофагии LC3B-II, GFAP и уровень инги-
бирующего фосфорилирования IRS-2 по Ser731, на ак-
тивность Akt и AMPK-альфа, а также общего уровня 
этих протеинкиназ в гиппокампе и лобной коре. Об-
разцы гиппокампа и лобной коры гомогенизиро-
вали в соотношении 1:20 в лизисном буфере сле-
дующего состава: 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM 
NaCl, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0.25% дезоксихо-
лата натрия, 0.5% Triton X-100, 15 mM NaF, 10 mM 
глицерофосфата натрия, 10 mM пирофосфат на-
трия, 1 mM Na3VO4, 1 mM фенилметилсульфонил 
фторид (PMSF), 0.02% NaN3, протеазный ингиби-
торный коктейль (“Roche”, Швецария). Крупные 
клеточные фрагменты и неразрушенные клетки 
осаждали центрифугированием при 500g в течение 
10 мин (4 °C). Концентрацию белка в пробах опре-
деляли методом Лоури, используя БСА в качестве 
стандарта [33]. Для разделения белков использо-
вали гели, содержащие 9% или 13% акрилами-
да в зависимости от молекулярной массы анали-
зируемого белка. Пробы загружали в количестве 
30 мкг белка на лунку. Электрофорез проводили 
при постоянном напряжении 80 V, по окончании 
которого белки переносили на PVDF мембрану 
(0.22 мкм, “Bio-Rad”, США). Неспцифическое 
связывание блокировали, как было описано ра-
нее [33]. Уровень маркера аутофагии определяли 
с помощью специфического антитела к LC3B-II 
(1:1000, #2775, “Cell Signaling Technology”, США). 
Уровень маркерного белка астроцитов GFAP оце-
нивалась с помощью моноклонального мышиного 
IgG2a к KTVEMRDGEVIK участку белка. Антите-
ло к GFAP получено в дар от федерального центра 
Мозга и Нейротехнологий (Москва, Россия). Ан-
титела для определения уровней фосфорилиро-
вания pAkt (Ser473) (1:1000, #4058), pAMPK-alpha 
(Thr172) (1:1000, #2535) были приобретены у компа-
нии “Cell Signaling Technology” (США), для pIRS-2 
(Ser731) (1 мкг/мл, #ab3690) – от “Abcam” (Вели-
кобритания). Специфические антитела к общей 
Akt (1:1000, #4691), AMPK-alpha (1:1000, #2793), 
IRS-2 (1:1000, #3089) от “Cell Signaling Technology” 
(США) использовались для оценки содержания 
данных белков и выявления изменений в уровне их 
экспрессии. Мембраны инкубировались с первич-
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ными антителами в течение ночи при +4 °C. По-
сле 3-х кратной промывки в 0.1% Tween 20, приго-
товленном на TBST (50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM 
NaCl), мембраны обрабатывались в течение 1 ч при 
комнатной температуре анти-мышиными (#7076) 
или анти-кроличьими (#7074) вторичными анти-
телами IgG, конъюгированными с пероксидазой 
хрена (HRP) (“Cell Signaling Technology”, США) 
в 5% обезжиренном молоке на TBST. Для норма-
лизации данных после стриппинга на мембранах 
выявлялся GAPDH с помощью антитела (1:3000, 
#T0004) от компании «Affinity Biosciences” (Ки-
тай). Для визуализации белков сигнал HRP усили-
вали с помощью Novex ECL (“Invitrogen”, США). 
Сигнал хемилюминесценции фиксировали на фо-
топленку. Изображения сканировали на сканере 
CanoScan 8800F. Оптическую плотность затем-
ненных участков измеряли с помощью программы 
Bio7 (США).

Статистическая обработка. Статистическую 
достоверность различий определяли, используя t 
критерий Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при р < 0.05. Все данные представлены как 
среднее арифметическое значение ± стандартная 
ошибка среднего (M± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В настоящей работе изучено влияние двух-

сосудистой ишемии мозга крыс и последующей 
трехдневной реперфузии на уровень одного из ос-
новных маркеров аутофагии LC3B-II. Показано 
достоверное увеличение уровня LC3B-II, пред-
ставляющего собой липидированную форму LC3B 
(в отличие от растворимой формы LC3B-I), как 
в гиппокампе, так и в лобной коре мозга (рис. 1). 
На рисунке приведены данные, полученные как 
при расчете соотношения LC3B-II/LC3B-I, так 
и LC3B-II, нормализованного к GAPDH. При обо-
их способах расчета полученных результатов как 
ICV введение крысам ингибитора аутофагии 3-МА 
(20 мкг на крысу до ишемического воздействия на 
мозг), так и интраназальное введение 0.5 МЕ инсу-
лина (до ишемического воздействия на мозг и за-
тем ежедневно в течение трех суток реперфузии) 
достоверно снижали уровень этого маркера ауто-
фагии LC3B-II до его значения у ложно-опериро-
ванных животных, т. е. имела место полная норма-
лизация этого показателя.

Для оценки влияния интраназального введе-
ния инсулина на интенсивность апоптоза опре-
деляли активность каспазы-3 в мозге крыс с ише-
мией и реперфузией и ложно-оперированных 
животных. При воздействии ишемии переднего 
мозга и последующей трехдневной реперфузии 
(рис. 2) активность каспазы-3 достоверно возрас-
тала как в гиппокампе, так и в лобной коре мозга 

(p < 0.02). Но, если крысам вводили интраназально 
инсулин, то каспазная активность в гиппокампе 
снижалась практически до контрольных величин, 
т. е. до ее уровня в том же районе мозга ложно-о-
перированных животных (p < 0.02). В лобной ко-
ре мозга, подвергнутой ишемии и реперфузии, 
снижение каспазной активности под влиянием 
введенного инсулина также было достоверным, 
но различие было менее выраженным, чем в гип-
покампе (p < 0.05). У ложно-оперированных крыс 
эффект интраназально введенного инсулина на ак-
тивность каспазы-3 не был достоверным в изучен-
ных структурах мозга (рис. 2).

Об активации астроглии при ишемии и реперфу-
зии переднего мозга судили, определяя методом им-
муноблоттинга уровень глиального фибриллярного 
кислого белка (GFAP) в гиппокампе и в лобной ко-
ре мозга. Как видно из результатов, представлен-
ных на рис. 3, ишемия и реперфузия увеличивали 
уровень GFAP в гиппокампе и в лобной коре мозга 
(p < 0.02). В гиппокампе ни введение инсулина, ни 
введение крысам, подвергнутым ишемии и репер-
фузии, ингибитора аутофагии 3-MA или ингиби-
тора апоптоза Аc-DEVD-CHO не снижали досто-
верно уровень GFAP, однако при их действии он 
переставал достоверно отличаться от контроля.

В коре мозга крыс высокий уровень GFAP, 
намного превышающий контрольные значения 
у ложно-оперированных крыс, был характерен не 
только для ишемических животных, которым не 
вводили какие-либо протекторы, но сохранялся 
и у крыс, которым вводили интраназально инсу-
лин или интрацеребровентрикулярно (ICV) инги-
биторы аутофагии или апоптоза. У ложно-опери-
рованных животных инсулин не только не снижал 
уровень GFAP в лобной коре мозга, но и достовер-
но повышал его, как и ингибитор апоптоза.

Одной из целей предпринятого исследования 
было подтвердить в опытах in vivo основные резуль-
таты по изучению механизма действия инсулина, 
полученные in vitro на нейронах коры мозга. Мы 
изучили влияние ишемии и реперфузии, а также 
интраназального введения инсулина крысам на ак-
тивность протеинкиназ Akt и АМФ-активируемой 
протеинкиназы (AMPK) в мозге. При этом в опы-
тах, проведенных ранее in vitro [29] сигнальные си-
стемы, принимающие участие в реализации нейро-
протекторного действия инсулина, были изучены 
более детально, о чем речь пойдет в Обсуждении.

Как видно из данных, представленных на рис. 4, 
ишемия и реперфузия на ранних этапах воздей-
ствия активировали протеинкиназу Akt как в гип-
покампе, так и в лобной коре мозга. При этом 
инсулин, введенный интраназально до начала 
ишемического воздействия, еще больше увеличи-
вал активность Akt, его эффект был хорошо выра-
женным и достоверным.



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

62 ЗАХАРОВА и др. 

1

0.9

LC3B I
LC3B II

GAPDH

LC3B I
LC3B II

GAPDH

0.8

L
C

3B
-I

I 
/ 

L
C

3B
-I

 (
ar

bi
tr

ar
y 

un
it
s)

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Sh
-O

Sh
-O

+In
su
lin

Sh
-O

+3-
M

A

I/
R+3-

M
A

I/
R+In

su
linI/

R

I/
R+Ac

-D
EV

D
-C

H
O

Sh
-O

+Ac
-D

EV
D
-C

H
O

Sh
-O

Sh
-O

+In
su
lin

Sh
-O

+3-
M

A

I/
R+3-

M
A

I/
R+In

su
lin

I/
R

I/
R+Ac

-D
EV

D
-C

H
O

Sh
-O

+Ac
-D

EV
D
-C

H
O

Sh
-O

Sh
-O

+In
su
lin

Sh
-O

+3-
M

A

I/
R+3-

M
A

I/
R+In

su
lin

I/
R

I/
R+Ac

-D
EV

D
-C

H
O

Sh
-O

+Ac
-D

EV
D
-C

H
O

õ õ

**

1

0.8

1.2

1.4

L
C

3B
-I

I 
/ 

G
A

P
D

H
 (

ar
bi

tr
ar

y 
un

it
s)

0.6

0.4

Sh
-O

Sh
-O

+In
su
lin

Sh
-O

+3-
M

A

I/
R+3-

M
A

I/
R+In

su
linI/

R

I/
R+Ac

-D
EV

D
-C

H
O

Sh
-O

+Ac
-D

EV
D
-C

H
O

õ

õx

**

1

0.8

0.9

1.2

1.1

1.3

L
C

3B
-I

I 
/ 

G
A

P
D

H
 (

ar
bi

tr
ar

y 
un

it
s)

0.6

0.7

0.5

Sh
-O

Sh
-O

+In
su
lin

Sh
-O

+3-
M

A

I/
R+3-

M
A

I/
R+In

su
linI/

R

I/
R+Ac

-D
EV

D
-C

H
O

Sh
-O

+Ac
-D

EV
D
-C

H
O

õ õ

*

L
C

3B
-I

I 
/ 

L
C

3B
-I

 (
ar

bi
tr

ar
y 

un
it
s)

0.7

0.8

0.6

0.5

Sh
-O

Sh
-O

+In
su
lin

Sh
-O

+3-
M

A

I/
R+3-

M
A

I/
R+In

su
linI/

R

I/
R+Ac

-D
EV

D
-C

H
O

Sh
-O

+Ac
-D

EV
D
-C

H
O

õx
õx

**

Hippocampus Cortex

(b)(à)

(d)(c)

(f)(e)

Рис. 1. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-метиладенина и Аc-DEVD-CHO, соответ-
ственно) на уровень маркера аутофагии LC3B-II в гиппокампе и лобной коре мозга при ишемии и реперфузии переднего 
мозга крыс. (a), (c) и (e) – уровень LC3B-II в гиппокампе, (b), (d) и (f) –уровень LC3B-II в лобной коре мозга. (a) и (b) – им-
муноблоты, (c), (d), (e) и (f) – результаты денситометрии в расчете на LC3B-I (c) и (d) или на GAPDH (e) и (f) показаны как 
среднее ± SEM из 7–8 проведенных опытов. Сокращения на рисунке: Sh-O – ложно-оперированные крысы, I/R – крысы, 
подвергнутые ишемии и реперфузии, 3-MA – 3-метиладенин. Крыс подвергали двухсосудистой ишемии переднего мозга 
в сочетании с гипотензией и последующей реперфузией в течение 3 суток. Ингибиторы аутофагии и апоптоза вводили 
крысам интрацеребровентрикулярно (ICV) до ишемического воздействия, а 0.5 МЕ инсулина вводили интраназально до 
ишемического воздействия и затем ежедневно во время 3 суток реперфузии. Различия достоверны по t критерию Стьюден-
та: * и ** – по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга у ложно-оперированных животных: * – p < 0.05, 
** – p < 0.02, х и хх – по сравнению с данными у крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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Рис. 2. Влияние введения инсулина на активность каспазы-3 в гиппокампе и лобной коре мозга при ишемии и реперфу-
зии переднего мозга крыс. Данные показаны как среднее ±SEM из 7–8 опытов. (a) – активность каспазы-3 в гиппокампе, 
(b) – активность каспазы-3 в лобной коре мозга. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены 
в легенде к рис. 1. Различия достоверны по t критерию Стьюдента: * – по сравнению с данными, полученными в том же 
районе мозга ложно-оперированных крыс, p<0.02, x и xx – по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга 
крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга, x – p<0.05, xx – p<0.02.
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Рис. 3. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-MA и aс-DEVD-CHO, соответственно) 
на уровень глиального кислого фибриллярного белка (GFAP) в гиппокампе и коре мозга при ишемии и реперфузии 
переднего мозга крыс. Данные показаны как среднее ± SEM из 6–8 опытов. (a) и (c) – уровень GFAP в гиппокампе, (b) 
и (d) – уровень GFAP в лобной коре, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) и (d) – результаты денситометрии представлены как 
GFAP/GAPDH. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены в легенде к рис. 1. Различия 
достоверны по t критерию Стьюдента по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга ложно-опериро-
ванных крыс: * – p <0.05, ** – p<0.02.
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Нам не удалось выявить достоверного эффекта 
инсулина на активность другой изученной проте-
инкиназы – AMPK на этом раннем сроке реперфу-
зии (через 2 ч после ее начала). Но было показано, 
что инсулин достоверно снижает активность этой 
протеинкиназы у ишемических крыс в гиппокампе 
и в лобной коре мозга через 3 дня после начала ре-
перфузии (рис. 5). В этом случае инсулин вводился 
не только до ишемического воздействия на мозг, 
но и ежедневно в период реперфузии. При этом 
в гиппокампе интраназально вводимый инсулин 
вызывал также достоверное снижение активности 
AMPK у ложно-оперированных животных (рис. 5).

Мы изучили, как влияют ишемия и реперфу-
зия, инсулин, ингибитор аутофагии (3-МА) и ин-
гибитор апоптоза (Ac-DEVD-CHO) на уровень 
фосфорилирования субстрата рецептора инсули-
на-2 (IRS-2) по Ser731 в гиппокампе и в лобной ко-
ре мозга. Фосфорилирование IRS по сериновым 
остаткам играет важную роль в регуляции эффек-
тов инсулина. Так, показано, что оно может зна-
чительно снижать уровень форм IRS-1 и IRS-2, 
фосфорилированных по тирозину, и, соответ-
ственно, инсулиновый сигналинг [34]. Результаты 
представлены на рис. 6. Как видно из этих данных, 
в условиях наших опытов ни ишемия и репер-
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Рис. 4. Влияние введения инсулина на активность протеинкиназы B (Akt) в гиппокампе и лобной коре мозга при ише-
мии и реперфузии переднего мозга крыс. Данные показаны как среднее ± SEM из 5–7 опытов. (a) и (c) – активность 
протеинкиназы Akt в гиппокампе, (b) и (d) – активность протеинкиназы Akt в лобной коре, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) 
и (d) – результаты денситометрии представлены как pAkt (Ser473)/Akt. Сокращения на рисунке: Sh-O – ложно-опериро-
ванные крысы, I/R – крысы с ишемией и реперфузией мозга. Крыс подвергали двухсосудистой ишемии переднего мозга 
в сочетании с гипотензией и последующей реперфузией в течение 2 часов. 0.5 МЕ инсулина вводили интраназально за 1 ч 
до ишемического воздействия. Различия достоверны по t критерию Стьюдента: * и ** – по сравнению с данными, полу-
ченными в том же районе мозга ложно-оперированных крыс, * – p<0.05, ** – p<0.02, x и xx – по сравнению с данными, 
полученными в том же районе мозга крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга, x – p<0.05, xx – p<0.02.
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фузия, ни инсулин, ни ингибиторы аутофагии 
( 3-MA) и апоптоза (Ac-DEVD-CHO) не оказыва-
ли достоверного эффекта на фосфорилирование 
IRS-2 по Ser731 в гиппокампе. В лобной коре мозга 
также не были выявлены достоверные изменения 
фосфорилирования IRS-2 по Ser731 под влиянием 
интраназально введенного инсулина или ингиби-
торов аутофагии и апоптоза у крыс, подвергшихся 
ишемии и реперфузии.

Таким образом, в настоящей работе показано, 
что инсулин, введенный интраназально крысам 
с глобальной ишемией и реперфузией передне-
го мозга, снижает активацию процессов аутофа-
гии и апоптоза в гиппокампе и лобной коре мозга, 
о чем судили по изменению уровня маркеров этих 
процессов, а также модулирует активность проте-
инкиназ, способных регулировать интенсивность 
этих процессов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
По современным представлениям для достиже-

ния серьезных успехов в разработке подходов к ле-
чению ишемических поражений мозга необходимо 
понимание механизмов как аутофагической, так 
и апоптотической гибели нервных и других клеток 
мозга для последующей регуляции этих процессов 
[5, 16–17]. Во многих работах последних лет по-
казана гибель нейронов от активации аутофагии. 
В тоже время для ряда нейропротекторов было 
найдено, что они способствуют увеличению жиз-
неспособности нейронов мозга при этой патоло-
гии благодаря предотвращению их аутофагической 
гибели [16, 19–24].

Хотя инсулин считается одним из наиболее пер-
спективных нейропротекторов, чему, в частности, 
способствовали его удачные клинические испыта-
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Рис. 5. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-MA и Ас-DEVD-CHO, соответственно) на 
активность AMPK в гиппокампе и коре мозга при ишемии и реперфузии переднего мозга крыс. Данные показаны как 
среднее ± SEM из 7–8 опытов. (a) и (c) – активность протеинкиназы AMPK в гиппокампе, (b) и (d) – активность про-
теинкиназы AMPK в лобной коре, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) и (d) – результаты денситометрии представлены как 
pAMPK-alpha (Thr172)/AMPK-alpha. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены в легенде 
к рис. 1. Различия достоверны по t критерию Стьюдента: * – по сравнению с данными, полученными в том же районе 
мозга ложно-оперированных крыс, p <0.05, x и xx – по сравнению с данными, полученными в том же районе мозга крыс 
с ишемией и реперфузией переднего мозга, x – p<0.05, xx – p<0.02.
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ния при болезни Альцгеймера, один из пробелов 
в понимании механизма его действия заключался 
в отсутствии данных о том, способен ли он сни-
жать интенсивность процессов аутофагии, кото-
рые активируются при ишемии и реперфузии моз-
га, а также предотвращать аутофагическую гибель 
нейронов при этих патологических воздействиях.

В настоящей работе было показано, что уровень 
одного из основных маркеров аутофагии LC3B-II 
и активность каспазы-3 достоверно увеличивают-
ся под влиянием ишемии и реперфузии в гиппо-
кампе и в лобной коре мозга (рис. 1 и 2). Увели-
чение образования LC3B-II происходит благодаря 
тому, что цитозольная форма LC3 (LC3-I) при ак-
тивации аутофагии переходит в липидированную 
форму LC3-II, которая играет важную роль в об-
разовании аутофагосомальной мембраны [35–37]. 
При этом найдено, что интраназальное введение 
крысам инсулина значительно и достоверно сни-
жает уровень LC3B-II и активность каспазы-3 
в гиппокампе и в лобной коре мозга крыс при гло-

бальной ишемии и последующем восстановлении 
кровоснабжения переднего мозга (рис. 1 и 2). Это 
свидетельствует о способности инсулина пода-
влять, наряду с апоптозом, процессы аутофагии, 
активированные при ишемии и реперфузии мозга. 
Совокупность данных, полученных ранее [28–29] 
и в настоящей работе, однозначно свидетельству-
ют о способности инсулина ингибировать процес-
сы аутофагии в ткани мозга и предотвращать или 
уменьшать гибель нейронов мозга, вызванную ак-
тивацией аутофагии при ишемии и реперфузии 
мозга. В этом отношении инсулин теперь допол-
няет список тех нейропротекторов, которые спо-
собны повышать жизнеспособность нейронов при 
ишемии и реперфузии мозга, подавляя аутофаги-
ческую гибель нейронов [16, 19–24].

Полученные данные о способности инсулина 
подавлять процессы аутофагии в структурах пе-
реднего мозга согласуются с результатами опытов, 
полученных ранее in vitro [29]. Была продемон-
стрирована способность инсулина изменять до 
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Рис. 6. Влияние введения инсулина и ингибиторов аутофагии и апоптоза (3-MA и aс-DEVD-CHO, соответственно) 
на уровень pIRS-2 (Ser731) в гиппокампе и коре мозга при ишемии переднего мозга крыс и реперфузии. Данные показаны 
как среднее ± SEM из 7–8 опытов. (a) и (c) – уровень pIRS-2 (Ser731) в гиппокампе, (b) и (d) – уровень pIRS-2 (Ser731) 
в лобной коре мозга, (a) и (b) – иммуноблотты, (c) и (d) – результаты денситометрии представлены как отношение pIRS-2 
(Ser731)/pIRS-2. Расшифровка сокращений на рисунке и другая информация приведены в легенде к рис. 1.
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контрольных значений уровень маркеров аутофа-
гии LC3B-II и SQSTM1/p62 в нейронах коры моз-
га в культуре в условиях окислительного стресса, 
являющегося одной из важнейших причин гибели 
нейронов при ишемии и последующей реперфу-
зии мозга. Было показано, что при действии пере-
киси водорода на нейроны коры мозга в культуре 
уровень такого маркера аутофагии, как LC3B-II 
значительно возрастает, а уровень маркера аутофа-
гии, SQSTM1/p62, подвергающегося деградации 
при активации аутофагии, достоверно снижается 
[29]. В случае преинкубации клеток с инсулином 
уровень LC3B-II, напротив, достоверно и сильно 
снижается, а уровень SQSTM1/p62 увеличивается. 
Нормализация уровней этих двух маркеров ауто-
фагии инсулином говорит о том, что он подавляет 
активацию аутофагии в условиях окислительного 
стресса [29].

Ранее способность инсулина ингибировать 
процессы аутофагии была показана в экстра-
невральных клетках и органах – в хондроцитах [38] 
и в сердце мышей с экспериментальным диабетом 
[39]. Недавно к этим работам прибавилась статья, 
показавшая, что интраназальное введение инсу-
лина способно оказывать нейропротекторный эф-
фект и подавлять аутофагическую гибель нейронов 
при травме головного или спинного мозга [40].

Что касается апоптотической гибели нейронов, 
то наши данные о том, что она снижается при ве-
дении инсулина крысам с ишемией и реперфузией 
мозга (рис. 4) согласуются с результатами других 
авторов об эффектах инсулина и его миметиков 
[41–42].

В последнее время существенное внимание уде-
ляется и тем изменениям, которые при ишемии 
и реперфузии мозга претерпевают не только ней-
роны, но и глиальные клетки мозга [43–44]. Мы 
пытались установить, способен ли инсулин и ин-
гибиторы аутофагии и апоптоза воздействовать 
на процессы, в которые вовлечены при ишемии 
и реперфузии астроглиальные клетки. Нами об-
наружено увеличение уровня GFAP в гиппокампе 
и в лобной коре мозга при двухсосудистой ишемии 
и последующей трехдневной реперфузией перед-
него мозга. Увеличение уровня GFAP является по-
казателем активации астроглии при ишемии и ре-
перфузии переднего мозга и одним из проявлений 
воспалительных процессов [43]. При большой силе 
повреждающего воздействия этот показатель мо-
жет рассматриваться как показатель глиоза и об-
разования глиальных шрамов (glial scar) в ткани 
мозга, которые препятствуют восстановлению 
функций этого органа (см., например, [43]). Следу-
ет отметить, что, наряду с этим, активация астрог-
лии в ткани мозга, усиливающая ее фагоцитарные 
функции, может способствовать нормализации 
патологических процессов и повышать жизнеспо-

собность нейронов. При этом в отдельных случаях 
небольшое повышение уровня GFAP может иметь 
место не только под влиянием ишемии и репер-
фузии, но и под влиянием нейропротектора и при 
этом может сочетаться с улучшением неврологиче-
ских показателей и функцонального состояния ор-
ганизма, с большей сохранностью нейронов [44]. 
В этом случае повышение уровня GFAP может 
иметь место под влиянием нейропротектора, мо-
жет сочетаться с улучшением неврологических по-
казателей и функцонального состояния организма, 
с большей сохранностью нейронов. [44]. Само со-
бой разумеется, что такой эффект возможен только 
в том случае, если активация астроглии не приво-
дит к необратимому глиозу.

Учитывая все эти сведения, представляло бы 
большой интерес выявить влияние инсулина на 
увеличение уровня GFAP и активацию астроглии 
при ишемии и реперфузии мозга в условиях наших 
опытов. В гиппокампе и лобной коре мозга нам не 
удалось показать достоверного изменения уровня 
GFAP в изученных структурах мозга ни под влияни-
ем инсулина, ни под влиянием ингибиторов ауто-
фагии и апоптоза у крыс, подвергнутых ишемии 
и реперфузии (рис. 3). Однако при введении инсу-
лина уровень GFAP в гиппокампе этих крыс сни-
жался настолько, что переставал отличаться от его 
уровня в этом районе мозга ложно-оперированных 
крыс. Возможно, что при измененных условиях 
ишемического или реперфузионного воздействия, 
например, при меньшем времени реперфузии, ко-
торое в проведенных нами опытах составляла 3 су-
ток, удастся выявить эффект инсулина на содержа-
ние GFAP в этом районе мозга. Для лобной коры 
оказалось характерным значительное увеличение 
уровня GFAP по сравнению с его уровнем в лоб-
ной коре мозга ложно-оперированных крыс как 
при ишемии и реперфузии, так и при этом воздей-
ствии, сопровождающимся введением инсулина 
или ингибиторов аутофагии и апоптоза (рис. 3).

В регуляции действия инсулина важную роль 
играют субстраты инсулинового рецептора (IRS). 
В ткани мозга они представлены преимуществен-
но двумя формами – IRS-1 и IRS-2. Всего же на-
считывается 6 форм белков IRS. Они подвергаются 
фофорилированию по тирозиновым остаткам, что 
приводит к изменению их функциональной актив-
ности, в частности, к усилению ими инсулинового 
сигналинга [45–46]. К числу важных функций этих 
соединений относится также их способность инги-
бировать эффекты инсулина, в ткани мозга IRS-1 
и IRS-2 осуществляют это ингибирование глав-
ным образом при их фосфорилировании по сери-
новым остаткам [46–47]. Этому фосфорилирова-
нию IRS-1 и IRS-2, судя по имеющимся данным, 
принадлежит важная роль в развитии резистентно-
сти к инсулину [47], т. к. фосфорилирование этих 
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белков по сериновым остаткам может уменьшать 
их тирозиновое фосфорилирование и, соответ-
ственно, инсулиновый сигналинг. Показано, что 
фосфорилирование IRS-2 по Ser731 значительно 
увеличивается в нервной ткани, в том числе в ган-
глиях дорсальных корешков, при диабете [47], что 
вносит вклад в развитие резистентности к инсули-
ну при этой болезни. Мы не выявили достоверных 
изменений в степени фосфорилирования IRS-2 по 
Ser 731 ни под влиянием инсулина, ни под влиянием 
ингибиторов аутофагиии и апоптоза (рис. 6). Но, 
если бы мы обнаружили достоверное повышение 
этого фосфорилирования под влиянием инсули-
на при ишемии и реперфузии в нашей работе, то 
можно было бы предполагать, что этот метаболи-
ческий эффект инсулина вносит вклад в развитие 
резистентности к нему в условиях наших опытов.

Одной из целей нашего исследования было изу-
чение влияния инсулина в опытах in vivo на актив-
ность протеинкиназ, регулирующих интенсивность 
процессов аутофагии и апоптоза. Протеинкиназа 
AMPK, как следует из ее названия, активирует-
ся при накоплении аденозинмонофосфата (AMP) 
[48]. Эта протеинкиназа активируется также дру-
гими стрессорными факторами, такими как обра-
зующиеся свободные радикалы, увеличенная кон-
центрация ионов кальция в цитозоле и другими. 
Протеинкиназа AMPK при ее активации фосфори-
лирует по Ser317 и Ser777 протеинкиназу ULK-1 [49], 
входящую в состав комплекса, инициирующего 
и активируюшего аутофагию. Это приводит к акти-
вации как ULK-1, так и самого комплекса и запу-
скает аутофагические процессы в клетках.

Нами показано, что интраназальное введение 
инсулина крысам, подвергнутым ишемии и репер-
фузии мозга, ингибирует активность AMPK в гип-
покампе и лобной коре мозга крыс (рис. 5). При 
высоком энергетическом уровне содержание AMP 
и, соответственно, активность AMPK относитель-
но низки, а комплекс mTORC1 гиперактивирован 
[50–52]. Напротив, при неблагоприятных воздей-
ствиях на нервные клетки происходит активация 
AMPK и запуск аутофагических процессов [50–
51]. Ингибирование активности AMPK инсулином 
при его введении крысам с глобальной ишемией 
и реперфузией мозга, показанное в настоящей ра-
боте, несомненно вносит большой вклад в его спо-
собность ингибировать процессы аутофагии и пре-
дотвращать или снижать аутофагическую гибель 
нейронов мозга.

Другой протеинкиназой, активно участвующей 
в регуляции процессов аутофагии у млекопитаю-
щих, является протеинкиназа B (Akt). Она активи-
рует mTOR комплекс 1 (mTORC1), обладающий 
протеинкиназной активностью и ингибирующий 
процессы аутофагии. mTORC1 осуществляет ин-
гибирующее фосфорилирование по Ser757 проте-

инкиназы ULK-1 [49, 51], которая, как указыва-
лось, входит в состав комплекса, инициирующего 
и активирующего аутофагию. При этом ингибиру-
ющем фосфорилировании ULK-1 этот комплекс 
также подвергается ингибированию [49, 51].

Нами показано, что введенный крысам инсулин 
вызывает значительную активацию протеинкина-
зы B (Akt) (рис. 4). Активация инсулином проте-
инкиназы Akt при его введении крысам с ишемией 
и реперфузией переднего мозга вносит, очевидно, 
большой вклад в предотвращение инсулином не 
только апототической, но и аутофагической гибе-
ли нейронов при этой патологии.

Интересно отметить, что под влиянием AMPK 
активация аутофагии происходит также благодаря 
инактивирующему влиянию этой протеинкиназы 
на mTOR сигнальный путь. При этом AMPK мо-
жет ингибировать mTORC1, непосредственно воз-
действуя на него, а также наряду с этим эффектом 
эта протеинкиназа может фосфорилировать и ак-
тивировать TSC1/2, который способен непрямым 
путем инактивировать mTORC1 [50].

Что касается антиапоптотического эффекта ин-
сулина при его введении крысам, подвергнутым 
ишемии и реперфузии, то он в наибольшей мере 
обусловлен активацией исулином протеинкина-
зы B или Akt. Это объясняется способностью Akt 
при ее активации фосфорилировать по Ser9 и инак-
тивировать GSK-3beta, а также увеличивать син-
тез антиапоптотического белка Bcl-2. Активация 
GSK-3beta играет важнейшую роль в нарушении 
функций митохондрий, приводит к увеличению 
отношения Bax/Bcl-2 (про- к антиапоптотическо-
му белку) и падению мембранного потенциала ми-
тохондрий (см., например, [53]). А инактивация 
GSK-3beta инсулином способствует нормализации 
метаболизма и предотвращению апоптотической 
гибели нейронов.

Данные о способности инсулина активировать 
протеинкиназу Akt и ингибировать протеинкина-
зу AMPK при ишемии и реперфузии мозга согла-
суются с ранее полученными результатами о ме-
ханизме нейропротекторного эффекта инсулина 
при действии на нейроны коры мозга в состоянии 
окислительного стресса (который является также 
одной из основных причин гибели нейронов при 
ишемии и реперфузии мозга) в опытах in vitro [29]. 
В этих исследованиях нами были получены сви-
детельства того, что антиапоптотический и анти-
аутофагический эффекты инсулина на нейроны 
коры мозга в культуре в условиях окислительного 
стресса связаны со значительным снижением им 
активности протеинкиназы AMPK, активацией 
протеинкиназы Akt, инактивацией протеинкина-
зы GSK-3beta благодаря ее фосфорилированию по 
Ser9 и с уменьшением отношения про- к антиапоп-
тотическому белку митохондрий (Bax/Bcl-2) [29].



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 1       2024

 ИНТРАНАЗАЛЬНОЕ ВВЕДЕНИЕ ИНСУЛИНА КРЫСАМ С ИШЕМИЕЙ... 69

Таким образом, в настоящей работе показано, 
что интраназально введенный инсулин способен 
достоверно уменьшать интенсивность аутофаги-
ческих процессов, ингибировать протеинкиназу 
AMPK-альфа, инициирующую аутофагические 
процессы и активировать протеинкиназу Akt, ин-
гибирующую аутофагию, в таких структурах как 
гиппокамп и лобная кора мозга крыс с ишеми-
ей и реперфузией переднего мозга. Подтвержде-
на способность инсулина снижать интенсивность 
апоптотических процессов в ткани мозга при ише-
мическом воздействии на него и последующей ре-
перфузии.
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INTRANASAL ADMINISTRATION OF INSULIN TO RATS 
WITH FOREBRAIN ISCHEMIA AND REPERFUSION DECREASES 

THE INTENSITY OF AUTOPHAGY AND APOPTOSIS IN HIPPOCAMPUS 
AND FRONTAL BRAIN CORTEX, POSSIBLE MECHANISM 

OF UNSULIN ACTION
I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa, D. K. Avrovaa, N. F. Avrovaa,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, St. Petersburg, Russia
#E-mail: avrova@iephb.ru

Rat forebrain ischemia and subsequent three-day reperfusion were found to result in an increase in the levels of 
autophagy marker LC3B-II and glial fibrillary acidic protein (GFAP) and activation of caspase-3 in the hippo-
campus and frontal cortex. At the same time, intranasal administration of 0.5 IU insulin to rats with forebrain 
ischemia and reperfusion (before ischemia and daily during reperfusion) markedly and significantly diminished 
the level of LC3B-II and caspase-3 activity in the hippocampus and frontal cortex. It demonstrates the ability of 
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insulin to inhibit the activation of autophagy and apoptosis in forebrain structures during ischemia and reperfu-
sion. It was not possible to find out a significant decrease in the level of GFAP in these brain structures under the 
influence of insulin administration to animals. Intranasal administration of insulin has been found to activate the 
protein kinase Akt (which activates the mTORC1 complex, known to inhibit autophagy processes) and to inhibit 
the protein kinase AMPK (initiating autophagy processes) in the hippocampus and cerebral cortex of rats with 
forebrain ischemia and reperfusion. These effects of insulin apparently underly its ability to diminish the auto-
phagic and apoptotic neuronal death. The data on the modulation by insulin, administered intranasally to rats 
with forebrain ischemia and reperfusion, of Akt and AMPK activities are in agreement with more detailed studies 
of the possible mechanism of the neuroprotective action of insulin, which we previously made in vitro on cortical 
neurons under oxidative stress conditions.

Key words: forebrain ischemia and reperfusion, autophagy, apoptosis, intranasal administration of insulin, pro-
tein kinases


