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При ожирении инсулиновые и лептиновые пути в мозге и периферических тка-
нях ослабляются. В мозге одной из причин этого является нарушение транспорта
инсулина и лептина через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), показателем че-
го является изменение соотношения их концентраций в кровотоке и в структу-
рах мозга. Однако такие изменения при ожирении и влияние на них фармаколо-
гических препаратов практически не изучены. Цель работы состояла в оценке
уровней инсулина и лептина в структурах мозга (гипоталамусе, мозжечке) и их
соотношений с таковыми в крови у самцов крыс с ожирением, вызванным дли-
тельной комбинированной высококалорийной диетой, а также в изучении влия-
ния на эти показатели 4-недельного лечения крыс с ожирением с помощью мет-
формина (200 мг/кг/сутки), бромокриптина (0.6 мг/крысу/сутки) и интраназаль-
но вводимым инсулином (ИВИ) (0.5 МЕ/крысу/сутки) и их двухнедельной
обработки PI4, ингибитором фосфатазы 1B (PTP1B) (10 мг/кг/сутки). Показано,
что при ожирении на фоне гиперинсулинемии и гиперлептинемии ослабляется
транспорт инсулина и лептина через ГЭБ в гипоталамус и мозжечок, что приво-
дит к значительному возрастанию соотношений концентрации этих гормонов в
крови и структурах мозга. Лечение метформином не только нормализовало мета-
болические показатели и чувствительность к инсулину и лептину, но и в полной
мере восстанавливало уровни инсулина и лептина в мозге. Лечение ИВИ и бро-
мокриптином было менее эффективным. Обработка PI4 вызывала значительное
снижение массы тела и жировой ткани у крыс с ожирением, уменьшала потреб-
ление ими пищи, улучшала метаболические показатели и повышала чувстви-
тельность к инсулину и лептину. Ингибитор PTP1B также восстанавливал соот-
ношение концентраций инсулина и лептина в крови и структурах мозга, но не
вследствие повышения их уровня в мозге, как в случае метформина, а в результа-
те значительного снижения концентраций гормонов в крови. Полученные дан-
ные указывают на то, что лечение различными по химической природе и меха-
низмам действия препаратами, улучшающими метаболические и гормональные
показатели при ожирении, приводит к нормализации соотношения инсулина и
лептина на периферии и в ЦНС, восстанавливая, тем самым, инсулиновый и
лептиновый сигналинг в гипоталамусе и других отделах мозга и центральную ин-
сулиновую и лептиновую регуляцию метаболических процессов на периферии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Характерными особенностями ожирения, а также ассоциированных с ним мета-
болического синдрома и сахарного диабета 2-го типа являются развитие резистент-
ности тканей-мишеней к инсулину (ИР) и лептину (ЛР) и, как следствие, обуслов-
ленное этим нарушение регуляции множества физиологических и биохимических
процессов [1, 2]. В условиях снижения чувствительности тканей к инсулину и леп-
тину компенсаторно повышается продукция инсулина β-клетками поджелудочной
железы и лептина адипоцитами жировой ткани, что приводит к гиперинсулинемии
и гиперлептинемии. Мишенями инсулина и лептина у человека и животных явля-
ются не только периферические ткани, но и мозг, в первую очередь гипоталамиче-
ские структуры, через которые эти гормоны осуществляют центральную регуля-
цию метаболизма, контролируют функции нервной, эндокринной и других систем
организма [3–5]. В гипоталамических нейронах имеются все основные компонен-
ты инсулиновой и лептиновой систем, включая инсулиновые рецепторы (преиму-
щественно нейрональная форма) и полноразмерные лептиновые рецепторы ObRb
[3]. При этом лептин в ЦНС не синтезируется и поступает к структурам мозга толь-
ко из кровотока, посредством рецептор-опосредуемого эндоцитоза, в то время как
инсулин в мозге может синтезироваться только на ранних стадиях развития, а во
взрослом состоянии поступает в основном или исключительно с периферии, путем
трансцитоза с участием инсулиновых рецепторов [6–8]. Вследствие этого актив-
ность регулируемых инсулином и лептином сигнальных систем в гипоталамусе и
других отделах мозга в значительной степени определяется эффективностью их
транспорта через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) из кровотока.

Нами ранее было продемонстрировано снижение содержания лептина в гипота-
ламусе у крыс с диета-индуцированным ожирением и у агути-мышей с генетиче-
ски-обусловленным ожирением, несмотря на значительное повышение его кон-
центрации в крови [9, 10]. Нарушение транспорта лептина в мозг было показано и
другими авторами на моделях ожирения у мышей [11–13]. На фоне выраженной
гиперинсулинемии у агути-мышей нами было обнаружено снижение в гипотала-
мусе содержания инсулина [10]. Помимо нашего исследования имеется лишь одна
работа, авторы которой продемонстрировали снижение уровня инсулина в цере-
броспинальной жидкости крыс с диабетом 2-го типа [14]. Уровень инсулина в ги-
поталамусе и других структурах мозга при диета-индуцированном ожирении до на-
стоящего времени не изучался. Улучшение транспорта инсулина и лептина через
ГЭБ может рассматриваться как один из перспективных путей для нормализации
инсулинового и лептинового сигналинга в гипоталамусе при метаболических рас-
стройствах. Однако исследования влияния различных фармакологических препа-
ратов, используемых для улучшения чувствительности тканей к инсулину и лепти-
ну, на их транспорт через ГЭБ и на соотношение концентраций инсулина и лепти-
на на периферии и в мозге отсутствуют.

Основываясь на вышесказанном, целью работы было изучить соотношение
уровней инсулина и лептина в крови, гипоталамусе и мозжечке самцов крыс с ожи-
рением, вызванным длительной высококалорийной диетой, и оценить влияние на
него лечения животных метформином, интраназально вводимым инсулином
(ИВИ), бромокриптином и этил 3-(гидроксиметил)-4-оксо-1,4-дигидроциннолин-
6-карбоксилатом (PI4), ингибитором протеинфосфотирозинфосфатазы 1B (PTP1B).
Выбор препаратов был обусловлен следующими фактами (рис. 1). Метформин, ко-
торый применяется для лечения сахарного диабета 2-го типа, ожирения и метабо-
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лического синдрома, в значительной степени повышает чувствительность тканей к
инсулину и лептину, нормализуя, тем самым, углеводный и липидный обмен [15, 16].
Синтезированное и изученное нами ранее соединение PI4 посредством ингибиро-
вания активности фосфатазы PTP1B, негативного регулятора инсулинового и леп-
тинового сигналинга, ослабляет ИР и ЛР, подавляет потребление пищи и снижает
массу тела, что указывает на его перспективность для коррекции ожирения и дру-
гих метаболических расстройств [17]. С этой целью в настоящее время разрабаты-
ваются и другие классы ингибиторов PTP1B [18–20]. ИВИ, минуя ГЭБ, восполня-
ет дефицит инсулина в мозге и, тем самым, активирует инсулиновые сигнальные
пути и опосредованно влияет на лептиновую сигнализацию, которая в гипоталаму-
се положительно ассоциирована с инсулиновыми сигнальными путями [3, 21, 22].
При ожирении D2-дофаминовая сигнализация в ЦНС, в том числе в гипоталамусе,
ослабляется, вследствие чего для ее компенсации может быть использована тера-
пия D2-агонистом бромокриптином [3, 23]. Лечение пациентов с диабетом 2-го типа
с помощью бромокриптина нормализует массу тела и улучшает глюкозный гомео-
стаз, что связывают с улучшением чувствительности к инсулину и лептину [24, 25],
причем такое лечение наиболее эффективно при наличии у пациентов ожирения и
сердечно-сосудистых дисфункций [26]. Наряду с уровнями инсулина и лептина в
крови и структурах мозга мы оценивали влияние избранных для изучения препара-
тов на массу тела и жировой ткани, пищевое поведение, глюкозный гомеостаз,
уровни липидов, стимулированные глюкозой уровни инсулина и лептина, а также
на генную экспрессию рецепторов инсулина и лептина и фермента PTP1B в гипо-
таламусе. Выбор мозжечка был обусловлен необходимостью оценить изменение
транспорта инсулина и лептина через ГЭБ не только в гипоталамусе, но и в других

Рис. 1. Мишени действия метформина, интраназально вводимого инсулина, бромокриптина и PI4, ин-
гибитора PTP1B, и их возможное влияние на инсулиновый и лептиновый сигналинг в гипоталамусе
при ожирении.
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отделах мозга, чтобы исключить трактовку выявленных изменений как специфич-
ных только для гипоталамуса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все эксперименты, включающие уход за животными, их использование для изу-
чения метаболических и гормональных показателей, а также лечение с помощью
фармакологических препаратов осуществляли в строгом соответствии с требования-
ми Этического комитета ИЭФБ РАН (протокол № 05-04/2021 от 27.04.2021 г.), Euro-
pean Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC) и “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”.

В экспериментах использовали самцов крыс Вистар, которых содержали в стан-
дартных условиях вивария. Ожирение вызывали переводом животных на 26-й день
после рождения (P26) на комбинированную высококалорийную диету. Она включала
потребление насыщенных жиров в виде маргарина (5–7 г маргарина/крысу/сутки, в
зависимости от возраста) как дополнение к стандартному сухому корму и потреб-
ление 30%-ного раствора сахарозы вместо питьевой воды. Контрольные крысы по-
требляли стандартный сухой корм и обычную воду. Крысы экспериментальных
групп находились на диете в течение трех с половиной месяцев, после чего их те-
стировали, отбирая животных с повышенной массой тела (на 10% выше среднего
значения в контрольной группе), повышенным уровнем постпрандиальной глюко-
зы (на 25% выше среднего значения в контрольной группе), а также с нарушенной
толерантностью к глюкозе, которую оценивали с помощью интраперитонеального
глюкозотолерантного теста (ИГТТ). При проведении ИГТТ крысам в/б вводили
раствор глюкозы из расчета 2 г/кг и измеряли уровень глюкозы в крови до и через
15, 30, 60 и 120 мин после нагрузки. По результатам ИГТТ рассчитывали интегри-
рованную площадь под глюкозной концентрационной кривой (AUC0–120), которая
у крыс, отобранных для дальнейших исследований, была не менее чем на 10% вы-
ше средних значений в контрольной группе.

Отобранных животных с ожирением случайным образом делили на 5 групп (в
каждой по 6 животных): крысы с ожирением без лечения (ОЖ), крысы с ожирением,
леченные в течение 4 нед метформином (200 мг/кг/сутки, перорально) (ОЖ + МФ),
инсулином (0.5 МЕ/крысу, интраназально) (ОЖ + ИВИ) и бромокриптином (0.6 мг/кг/сут-
ки, перорально) (ОЖ + БК), а также крысы с ожирением, обрабатываемые в тече-
ние двух недель этил 3-(гидроксиметил)-4-оксо-1,4-дигидроциннолин-6-карбок-
силатом (PI4, 10 мг/кг/сутки, в/б) (ОЖ + PI4). Выбор используемых доз препара-
тов был основан на результатах предварительных экспериментов и наших
предыдущих исследований [17, 23, 27–29]. Соединение PI4 было синтезировано с
помощью реакции Соногаширы, катализируемой ациклическими диаминокарбе-
новыми комплексами палладия (II), и реакции Рихтера, используемой для форми-
рования циннолинового ядра, как описано ранее [17]. Структура соединения PI4
была доказана с помощью ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии высокого
разрешения: 1) 1H-ЯМР (400 MHz, DMSO-d6), δ: 13.56 (s, 1H), 8.61 (d, J = 1.8 Hz, 1H),
8.22 (dd, J = 8.9, 1.9 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.00 (s, 1H), 4.54 (s, 2H), 4.36 (q,
J = 7.1 Hz, 2H), 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H); 2) 13C-ЯМР (101 MHz, DMSO), δ: 170.08,
165.28, 150.90, 143.77, 133.38, 126.92, 125.61, 121.45, 117.56, 61.55, 58.99, 14.63; 3) масс-
спектрометрия (C12H12N2O4) [M + H] + = 249.0883.

Лечение препаратами начинали через две недели после тестирования и распре-
деления крыс на группы, в случае PI4 – через 4 нед., при этом до и во время лече-
ния продолжая содержать крыс на высококалорийной диете. В день, когда живот-
ных декапитировали, лечение животных препаратами не проводили. Контрольным
крысам в/б вводили физиологический раствор. В процессе лечения оценивали
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массу тела животных и потребление корма (в килокалориях). За 3 дня до оконча-
ния эксперимента проводили ИГТТ, оценивая чувствительность к глюкозе, базо-
вые и стимулированные глюкозой уровни инсулина и лептина, а также уровень
гликированного гемоглобина. Образцы крови для определения уровней липидов и
свободных жирных кислот забирали непосредственно перед декапитацией. Забор
крови из хвостовой вены осуществляли в условиях местной анестезии, для которой
использовали раствор лидокаина (из расчета 2–4 мг/кг).

В конце эксперимента крыс наркотизировали хлоральгидратом (400 мг/кг, в/б),
декапитировали, забирали образцы тканей гипоталамуса и мозжечка, которые
тщательно отмывали от крови и тканевой жидкости, после чего их использовали
для определения гормонов и, в случае гипоталамуса, для оценки экспрессии целе-
вых генов. Уровни глюкозы в крови, в том числе при проведении ИГТТ, оценивали
с помощью тест-полосок “One Touch Select” (США) и глюкометра (“Life Scan
Johnson & Johnson”, Дания). Уровни инсулина и лептина в крови и образцах тка-
ней гипоталамуса и мозжечка измеряли с помощью ИФА-наборов “Rat Insulin
ELISA” (“Mercodia”, Швеция) и “ELISA for Leptin, Rat” (“Cloud-Clone Corp.”,
США), как описано ранее [10]. Уровень свободных жирных кислот (СЖК) измеряли с
помощью набора “NEFA FS kit” (“DiaSys”, Германия), содержание гликированного
гемоглобина – с помощью набора “Multi Test HbA1c System kit” (“Polymer Technology
Systems”, США), концентрацию триглицеридов и общего холестерина – с помощью
тест-полосок “Triglycerides multiCare-in” и “Cholesterol multiCare-in” (“Biochemical
Systems Int.”, Италия).

Для определения содержания лептина и инсулина в гипоталамусе и мозжечке
образцы тканей гомогенизировали в соотношении 1 : 10 в лизирующем буфере, со-
держащем 20 мМ Tris-HCl (рН 7.5), 150 мМ хлорида натрия, 2 мМ ЭДТА, 2 мМ ЭГТА,
0.25 М сахарозы, 0.5% Triton X-100, 0.5% дезоксихолата натрия, 15 мМ фторида на-
трия, 10 мМ глицерофосфата натрия, 10 мМ пирофосфата натрия, 1 мМ ортована-
дата натрия, 1 мМ фенилметилсульфонилфторида, 0.02% азида натрия и коктейль
ингибиторов протеаз (“Sigma-Aldrich”, США). Полученные гомогенаты центрифу-
гировали (10000 g, 5 мин) и измеряли концентрацию лептина и инсулина в надосадоч-
ной жидкости согласно инструкции производителя, как описано нами ранее [10].

Экспрессию мРНК для генов, кодирующих рецептор инсулина (InsR) и полно-
размерную форму рецептора лептина (ObRb), а также фермент фосфатазу PTP1B
(Ptp1b) осуществляли с помощью ПЦР в реальном времени, Для этого из ткани ги-
поталамуса выделяли тотальную РНК с помощью реагента Extract RNA (“Evrogen”, Рос-
сия). Обратную транскрипцию проводили с использованием набора “MMLV RT Kit”
(“Evrogen”, Россия), экспрессию оценивали с помощью амплификатора 7500 Real-
Time PCR System (“Thermo Fisher Scientific Inc.”, США). Для оценки экспрессии
генов в гипоталамусе крыс использовали следующие праймеры: для гена InsR – CT-
GGAGAACTGCTCGGTCATT (For) и GGCCATAGACACGGAAAAGAAG (Rev), для гена
ObRb – GCATGCAGAATCAGTGATATTTGG (For) и CAAGCTGTATCGACACT-
GATTTCTTC (Rev), для гена Ptp1b – CAACCGAGGAGGAACAAAAGG (For) и
CAGTCTGTCAGTGAAAACATACCCG (Rev). В качестве референсных использова-
ли ген 18S RNA и ген, кодирующий β-актин (Actb). Результаты анализировали ме-
тодом ΔΔСt и с использованием программного обеспечения 7500 Software v2.0.6 и
Expression Suite Software v1.0.3. Значения RQ рассчитывали по отношению к кон-
трольной группе животных, как описано ранее [27].

Статистический анализ полученных данных осуществляли с помощью программы
“Microsoft Office Excel 2007”. Результаты представляли как среднее ± стандартная
ошибка среднего (M ± SEM). Нормальность распределения оценивали с помощью
критерия Шапиро–Уилка. Для сравнения двух выборок с нормальным распределе-
нием использовали t-критерий Стьюдента, для сравнения трех и более групп –
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дисперсионный анализ с поправкой Бонферрони. Достоверными считали разли-
чия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс группы “ОЖ”, наряду со значительным повышением массы тела и жиро-
вой ткани, отмечали повышение уровней триглицеридов и общего холестерина
(табл. 1). Уровень гликированного гемоглобина в группе “ОЖ” имел тенденцию к
повышению, но значимо от контроля не отличался (p = 0.056). У крыс с ожирением
была нарушена толерантность к глюкозе, о чем свидетельствует более высокое рас-
положение концентрационной кривой для глюкозы в ИГТТ в сравнении с кон-
трольными крысами, а также повышенные значения уровня глюкозы через 120 мин
после глюкозной нагрузки и показателя AUC0–120 для глюкозных кривых в ИГТТ
(рис. 2). В группе “ОЖ” были повышены в сравнении с контролем уровни инсули-
на и лептина, как базовые, так и стимулированные глюкозой, а также рассчитан-
ные индексы ИР как до, так и через 120 мин после глюкозной нагрузки (рис. 3).
Одной из причин метаболических и гормональных расстройств является повы-
шенное потребление крысами группы “ОЖ” высококалорийной пищи (табл. 1).

Лечение метформином в значительной степени нормализовало эти показатели,
значимо снижая в сравнении с группой “ОЖ” массу тела и жировой ткани, долю
жировой ткани, потребление корма, уровни триглицеридов, СЖК, инсулина и
лептина, индекс ИР, а также улучшая чувствительность к глюкозе, о чем свиде-
тельствует снижение уровня глюкозы через 120 мин после глюкозной нагрузки и
значения AUC0–120 для глюкозных кривых до их уровня в контроле (табл. 1, рис. 2, 3).
Лечение ИВИ и бромокриптином было менее эффективным, сравнительно слабо
влияя на массу тела и жира и пищевое поведение, показатели липидного обмена и
глюкозный гомеостаз (табл. 1, рис. 2, 3). В то же время ИВИ существенно ослаблял
гиперинсулинемию и повышал чувствительность периферических тканей к инсу-
лину, что иллюстрируется снижением в группе “ОЖ + ИВИ” в сравнении с груп-

Таблица 1. Масса тела и жировой ткани, потребление корма, уровни постпрандиальной глю-
козы, гликированного гемоглобина и липидов у крыс с ожирением, а также влияние на эти
показатели обработки метформином, интраназальным инсулином, бромокриптином и
PTP1B-ингибитором PI4

АЖ – абдоминальный жир, ЭЖ – эпидидимальный жир, HbA1c – гликированный гемоглобин, ТГ –
триглицериды, ОХ – общий холестерин, СЖК – свободные жирные кислоты. Различия с контролем (*)
и группой “ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в
каждой группе.

Параметр К ОЖ ОЖ + МФ ОЖ + ИВИ ОЖ + БК ОЖ + PI4

Масса, г 373.2 ± 10.4 427.0 ± 9.3* 381.8 ± 9.5# 405.2 ± 11.2 403.8 ± 9.6 367.3 ± 12.9#

Масса АЖ, г 5.5 ± 0.2 11.8 ± 1.0* 7.2 ± 0.6# 9.9 ± 0.6* 9.3 ± 0.5* 6.1 ± 0.4#

Масса ЭЖ, г 3.6 ± 0.2 6.1 ± 0.6* 3.9 ± 0.2# 5.3 ± 0.3* 5.3 ± 0.6* 3.2 ± 0.2#

Доля жира, % 2.4 ± 0.1 4.2 ± 0.3* 2.9 ± 0.2# 3.7 ± 0.1* 3.6 ± 0.2* 2.5 ± 0.1#

Корм,
ккал/крысу/ день

78.3 ± 4.7 110.3 ± 4.4* 87.0 ± 3.2# 102.3 ± 3.6* 102.8 ± 2.8* 54.8 ± 2.6*#

Глюкоза, мМ 3.92 ± 0.06 5.07 ± 0.28* 4.43 ± 0.36 4.43 ± 0.48 4.90 ± 0.32 4.62 ± 0.31

HbA1c, % 4.05 ± 0.15 4.75 ± 0.32 4.23 ± 0.17 4.37 ± 0.22 4.35 ± 0.29 3.75 ± 0.22

ТГ, мМ 2.02 ± 0.08 3.13 ± 0.27* 2.25 ± 0.11# 2.40 ± 0.21 2.82 ± 0.12* 1.93 ± 0.16#

ОХ, мМ 4.08 ± 0.17 5.15 ± 0.26* 4.45 ± 0.27 4.88 ± 0.28 5.32 ± 0.27* 4.85 ± 0.16*

СЖК, мМ 3.58 ± 0.14 4.63 ± 0.35 3.45 ± 0.16# 3.83 ± 0.19 4.27 ± 0.22 3.25 ± 0.16#
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пой “ОЖ” индекса ИР, как базового, так и через 120 мин после глюкозной нагрузки
(рис. 3). Лечение бромокриптином значимо снижало глюкоза-стимулированный
уровень лептина (рис. 3).

В группе “ОЖ  +  БК” также отмечали тенденцию к снижению в сравнении с груп-
пой “ОЖ” базового уровня лептина (p = 0.055), а также уровня инсулина (p = 0.069) и
индекса ИР (p = 0.051) через 120 мин после нагрузки глюкозой (рис. 3). Двухне-
дельная обработка животных с помощью PI4, ингибитора PTP1B, вызывала резкое
снижение потребления пищи (ниже такового в контроле), что приводило к значи-
мому снижению массы тела, абдоминального и эпидидимального жира, адипозно-
сти, уровней триглицеридов и СЖК, уровней глюкозы, инсулина и лептина через
120 мин после глюкозной нагрузки, а также базового уровня лептина (табл. 1, рис. 3).
Отмечали улучшение чувствительности к инсулину, о чем свидетельствует сниже-
ние значений индекса ИР, а также частичное восстановление толерантности к глю-
козе, поскольку значение AUC0–120 для глюкозных кривых в группе “ОЖ  +  PI4” значи-
мо не отличалось от такового в контроле (рис. 2, 3).

Сравнительное изучение содержания инсулина и лептина в крови и структурах
мозга показало, что, несмотря на сильно выраженную системную гиперинсулине-
мию и гиперлептинемию, уровни инсулина и лептина в гипоталамусе и взятом для
сравнения мозжечке не отличались от таковых в контроле, а в случае лептина в ги-
поталамусе даже достоверно снижались в сравнении с группой “К”, что указывает
на ослабление транспорта этих гормонов через ГЭБ в условиях инсулиновой и леп-
тиновой резистентности (табл. 2).

Рассчитанное соотношение концентраций инсулина и лептина в крови и струк-
турах мозга при ожирении было значимо выше, чем в контроле. Так, соотношение
концентраций инсулина и лептина в крови и гипоталамусе в группе “ОЖ” было
соответственно в 3.1 и 6.4 раза выше, чем в группе “К”. Лечение метформином
нормализовало уровни инсулина и лептина как в крови, так и в структурах мозга,
вследствие чего соотношение концентраций инсулина и лептина в крови и гипота-
ламусе или мозжечке было сходным с таковым для контрольных животных и зна-

Рис. 2. Глюкозные концентрационные кривые в ИГТТ (a) и значения AUC0–120 для этих кривых (b) у
крыс с ожирением и влияние на них обработки животных метформином, ИВИ, бромокриптином и
PTP1B-ингибитором PI4. Обозначения групп: C – “К”, OB – “ОЖ”, OB + MF – “ОЖ + МФ”, OB + I-I –
“ОЖ + ИВИ”, OB + BC – “ОЖ + БК”, OB + PI4 – “ОЖ + PI4". Для AUC0–120 различия с контролем (*)
и группой "ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в
каждой группе.
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Рис. 3. Уровни глюкозы, инсулина и лептина в крови до и через 120 мин после глюкозной нагрузки в
ИГТТ, а также рассчитанные индексы ИР у крыс с ожирением и влияние на эти показатели обработки
метформином, ИВИ, бромокриптином и PTP1B-ингибитором PI4.
(a) – глюкоза, (b) – инсулин, (c) – индекс ИР, (d) – лептин. Обозначения групп: C – “К”, OB – “ОЖ”, OB +
+ MF – “ОЖ + МФ”, OB + I-I – “ОЖ + ИВИ”, OB + BC – “ОЖ + БК”, OB + PI4 – “ОЖ + PI4”.
Значения индекса ИР рассчитаны, как произведение концентраций глюкозы и инсулина в крови перед
нагрузкой глюкозой (ИР-0) или через 120 мин после нее (ИР-120). Различия с контролем (*) и группой
“ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.
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чимо снижалось в сравнении с группой “ОЖ” (табл. 2). ИВИ был в этом отноше-
нии менее эффективен, и соотношение инсулина в крови и мозжечке и лептина в
крови и обеих структурах мозга оставалось значимо выше, чем в контроле (табл. 2).
Лечение бромокриптином в большей степени влияло на уровни лептина, так что
соотношение концентраций этого адипокина в крови и гипоталамусе было значи-
мо ниже, чем в группе “ОЖ”, а для соотношения уровней лептина в крови и моз-
жечке отмечалась тенденция к снижению этого показателя (p = 0.057). Однако в
обоих случаях сохранялись значимые различия от контрольной группы (табл. 2).
Ингибитор PTP1B восстанавливал соотношение концентраций инсулина и лепти-
на в крови и структурах мозга, но не вследствие их нормализации в ЦНС, а в ре-
зультате значительного снижения концентрации этих гормонов в крови (табл. 2).
Так, например, уровни лептина в группе “ОЖ + PI4” в мозге были сходными с та-
ковыми в группе “ОЖ”, в то время как соотношение концентраций лептина в кро-
ви и гипоталамусе или мозжечке были снижены соответственно в 3.3 и 4.2 раза.

Оценка экспрессии генов, кодирующих инсулиновый (InsR) и лептиновый ре-
цепторы (ObRb) в гипоталамусе крыс с ожирением, показала тенденцию к ее воз-
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растанию в группе “ОЖ”, но различия с контролем не были значимыми. В случае
экспрессии гена PTP1B (Ptp1b) различия между группами “К” и “ОЖ” отсутство-
вали (рис. 4). При лечении ИВИ и PI4 отмечали значимое снижение экспрессии
гена InsR по сравнению с группой “ОЖ”, в то время как при лечении метформи-
ном и PI4 – значимое снижение экспрессии гена ObRb. В группе “ОЖ + ИВИ”
экспрессия гена InsR оказалась ниже ее уровня в контроле (рис. 4). Экспрессия ге-
на Ptp1b существенно не менялась в группе “ОЖ” и в группах с обработкой мет-
формином, ИВИ и бромокриптином, но в два раза повышалась в группе с лечени-
ем PI4 (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Длительная, в течение 4.5 мес. высококалорийная диета приводила к развитию у
крыс ожирения и отчетливо выраженных признаков метаболического синдрома –
дислипидемии, постпрандиальной гипергликемии, нарушенной толерантности к
глюкозе, гиперинсулинемии и гиперлептинемии. Это хорошо согласуется с наши-
ми ранними результатами и данными других авторов об индукции ожирения и ши-
рокого спектра метаболических и гормональных расстройств при потреблении
корма, обогащенного легкими углеводами и насыщенными жирами [9, 30, 31].

При ожирении, метаболическом синдроме и сахарном диабете 2-го типа функ-
циональная активность инсулиновых и лептиновых сигнальных путей в мозге су-
щественно снижена, что и является одним из молекулярных механизмов развития
широкого спектра функциональных нарушений в ЦНС и на периферии, и, по мне-
нию значительного числа исследователей, обусловлено развитием центральной
инсулиновой и лептиновой резистентности [32–35]. При этом одной из первопри-
чин развития ИР и ЛР в мозге и на периферии, как правило, является длительное и
значительное повышение уровней инсулина и лептина [2]. Однако проведенная

Таблица 2. Содержание инсулина и лептина в крови, гипоталамусе и мозжечке крыс с ожи-
рением и влияние на них обработки метформином, ИВИ, бромокриптином и PTP1B-инги-
битором PI4

Различия с контролем (*) и группой “ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представле-
ны как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.

Параметр К ОЖ ОЖ + МФ ОЖ + ИВИ ОЖ + БК ОЖ + PI4

Инсулин, нг/мл 
(кровь)

0.58 ± 0.08 1.18 ± 0.15* 0.62 ± 0.11# 0.51 ± 0.07# 0.88 ± 0.13 0.59 ± 0.11#

Инсулин, нг/г 
(гип.)

1.30 ± 0.17 0.88 ± 0.07 1.15 ± 0.12 0.76 ± 0.10 1.03 ± 0.08 1.01 ± 0.06

Инсулин, нг/г 
(мозж.)

1.03 ± 0.13 0.61 ± 0.04 1.07 ± 0.13# 0.63 ± 0.05 0.82 ± 0.07 0.92 ± 0.11

Инсулин, 
кровь/гипот.

0.44 ± 0.02 1.37 ± 0.19* 0.52 ± 0.06# 0.70 ± 0.09# 0.93 ± 0.21 0.56 ± 0.08#

Инсулин, 
кровь/мозж.

0.55 ± 0.02 1.90 ± 0.16* 0.56 ± 0.06# 0.81 ± 0.08*# 1.13 ± 0.23 0.65 ± 0.09#

Лептин, нг/мл 
(кровь)

0.85 ± 0.14 3.45 ± 0.38* 1.64 ± 0.29# 2.38 ± 0.28* 2.12 ± 0.23* 0.94 ± 0.19#

Лептин, нг/г (гип.) 5.16 ± 0.48 3.38 ± 0.21* 4.21 ± 0.29 3.70 ± 0.31 4.15 ± 0.43 3.10 ± 0.41*
Лептин, нг/г 
(мозж.)

2.07 ± 0.15 1.57 ± 0.16 2.31 ± 0.22# 1.84 ± 0.19 2.17 ± 0.15# 1.67 ± 0.19

Лептин,
кровь/гипот.

0.16 ± 0.02 1.03 ± 0.12* 0.39 ± 0.08# 0.67 ± 0.12* 0.55 ± 0.10*# 0.31 ± 0.05#

Лептин, 
кровь/мозж.

0.40 ± 0.05 2.37 ± 0.44* 0.73 ± 0.16# 1.37 ± 0.25* 1.00 ± 0.14* 0.56 ± 0.09#
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нами оценка уровня инсулина и лептина в гипоталамусе и взятом для сравнения
мозжечке у крыс с ожирением показала, что уровень этих гормонов, в отличие от
такового в крови, не превышает таковой в контроле и даже имеет тенденцию к
снижению. Это влечет за собой многократное повышение соотношений между
концентрациями инсулина и лептина в крови и исследованных структурах мозга в
группе крыс с ожирением. Ранее нами и другими авторами при изучении грызунов
с другими формами ожирения было показано, что, несмотря на сильно выражен-
ную гиперинсулинемию и гиперлептинемию уровень инсулина и лептина в струк-
турах мозга у них также не превышает этот показатель у здоровых животных и в не-
большой степени снижен, в случае лептина значимо [9–13]. Этот парадокс обу-
словлен нарушением рецептор-опосредуемого транспорта инсулина и лептина
через ГЭБ в условиях периферической ИР и ЛР. Тем самым одной из возможных
причин ослабления инсулиновой и лептиновой сигнализации может быть сниже-
ние уровня гормонов в ЦНС, а не только и не столько развитие центральной рези-
стентности к ним, являющееся результатом липотоксичности, гипергликемии и
нейродегенеративных изменений в мозге. Важно отметить, что, как показано на-
ми, экспрессия генов рецепторов инсулина и лептина в гипоталамусе крыс с ожи-
рением имеет тенденцию к повышению, что может обеспечивать повышение эф-
фективности связывания этих гормонов.

Метформиновая терапия в течение 4 нед. в полной мере восстанавливала массу
тела, чувствительность к глюкозе и инсулину, оцениваемые в ИГТТ, нормализова-
ла показатели липидного обмена и уровни инсулина и лептина в крови животных.
Высокая эффективность метформиновой терапии при ожирении, вызванном как
диетой, так и генетическими факторами, продемонстрирована как при работе с
экспериментальными животными, так и в условиях клиники [10, 15, 16]. Этот эф-
фект метформина во многом обусловлен его способностью восстанавливать мета-
болизм, нарушенный при ожирении, поскольку основной его мишенью является
фермент АМФ-активируемая протеинкиназа, энергетический сенсор клеток, ак-

Рис. 4. Экспрессия генов рецептора инсулина (InsR), полноразмерного рецептора лептина (ObRb) и
фосфатазы PTP1B (Ptp1b) в гипоталамусе крыс с ожирением и влияние на нее обработки животных мет-
формином, ИВИ, бромокриптином и PTP1B-ингибитором PI4. Обозначения групп: C – “К”, OB –
“ОЖ”, OB + MF – “ОЖ + МФ”, OB + I-I – “ОЖ + ИВИ”, OB + BC – “ОЖ + БК”, OB + PI4 – “ОЖ + PI4”.
Различия с контролем (*) и группой “ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представле-
ны как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.
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тивность которого в периферических тканях при ожирении снижается [36, 37].
Метформин не только восстанавливает липидный и углеводный обмен на перифе-
рии, но и нормализует передачу нейромедиаторных и гормональных сигналов в
ЦНС, в первую очередь в гипоталамусе [38]. Одной из причин этого может быть
нормализация рецептор-опосредуемого транспорта инсулина и лептина через
ГЭБ, как результат вызываемого метформином повышения чувствительности к
ним клеток, осуществляющих такой транспорт. Нами показано, что у леченных
метформином животных соотношение уровней инсулина и лептина в крови и
структурах мозга (гипоталамусе, мозжечке) восстанавливалось до их уровня в кон-
троле, а в гипоталамусе нормализовалась экспрессия генов рецепторов этих гормо-
нов, причем, в случае гена ObRb различия с группой “ОЖ” были значимыми. Тем
самым, терапевтический эффект метформина на пищевое поведение и перифери-
ческий метаболизм может быть во многом обусловлено нормализацией транспорта
инсулина и лептина через ГЭБ и восстановлением гипоталамических механизмов
действия этих гормонов. Следует отметить, что до нас исследований влияния мет-
форминовой терапии на соотношение инсулина и лептина в крови и мозге не про-
водилось.

Метаболические и гормональные эффекты ИВИ и бромокриптина при ожире-
нии различного генеза с отчетливо выраженными метаболическими и гормональ-
ными нарушениями остаются малоизученными, а данные о влиянии этих препара-
тов на уровни инсулина и лептина в ЦНС отсутствуют. Ранее нами и другими авто-
рами показано, что при метаболическом синдроме и диабете 2-го типа ИВИ
восстанавливает когнитивные функции, препятствуя процессам нейродегенера-
ции, нормализует пищевое поведение и периферический метаболизм, улучшая
глюкозный гомеостаз [3, 22, 39, 40]. В настоящем исследовании нами было обнару-
жено существенное снижение ИР при лечении крыс с ожирением с помощью
ИВИ, хотя в целом его восстанавливающие эффекты были выражены намного сла-
бее в сравнении с метформином. Положительное влияние ИВИ на инсулиновую
чувствительность и метаболические процессы на периферии, как мы полагаем,
обусловлено компенсаторным повышением уровня инсулина в гипоталамусе и
других отделах мозга крыс с ожирением и, как следствие, активацией инсулиновых
и тесно взаимодействующих с ними лептиновых путей. Значительное, на протяже-
нии 4 нед. повышение уровня инсулина в ЦНС вследствие его интраназального
введения привело не только к снижению концентрации инсулина в крови как ре-
зультат центрального эффекта инсулина, но и вызвало значительное снижение
экспрессии инсулиновых рецепторов в гипоталамусе, что можно рассматривать
как компенсаторную реакцию на их гиперактивацию с помощью ИВИ. Показа-
тельно, что в отношении экспрессии лептиновых рецепторов в гипоталамусе тако-
го эффекта выявлено не было.

Лечение бромокриптином, агонистом D2-дофаминовых рецепторов, так же, как
и лечение ИВИ, по эффективности уступало лечению метформином, но при этом
оказывало существенное влияние на уровни лептина в крови и структурах мозга
крыс с ожирением. Лечение бромокриптином не только снижало уровни лептина в
крови, ослабляя периферическую ЛР, но и повышало содержание лептина в струк-
турах мозга, что приводило к значимому снижению соотношения концентраций
лептина в крови и гипоталамусе. До наших исследований сведения о влиянии бро-
мокриптина на проницаемость ГЭБ для лептина отсутствовали. При этом было об-
наружено стимулирующее влияние бромокриптина на перенос лептина с грудным
молоком от матери к плоду через мембрану клеток молочной железы, хотя меха-
низмы этого процесса и роль в нем бромокриптина остаются невыясненными [41,
42]. Нами ранее был продемонстрирован ряд положительных эффектов бромо-
криптиновой терапии на метаболические и гормональные показатели при диабете
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2-го типа с ожирением [3, 23]. Имеются многочисленные свидетельства успешного
применения препаратов бромокриптина в клинике для лечения гиперфагии, ожи-
рения и других метаболических расстройств [24–26, 43]. Наши данные позволяют
предположить, что в основе этого лежит индуцированное бромокриптином восста-
новление лептиновой и тесно ассоциированной с ней инсулиновой систем в гипо-
таламусе и, возможно, в других отделах мозга.

Фосфатаза PTP1B является важнейшим негативным регулятором инсулинового
и лептинового сигналинга, дефосфорилируя активные формы инсулинового и
лептинового рецептора, а также сопряженных с ними белков-субстратов инсули-
нового рецептора. Повышение экспрессии и активности PTP1B рассматривают
как один из ключевых факторов развития ИР и ЛР, в том числе в ЦНС [44]. При
ожирении активность PTP1B в гипоталамусе повышается, и это приводит к нару-
шению анорексигенных путей, реализуемых через лептиновые рецепторы [44].
В настоящее время предпринимаются попытки разработать селективные ингиби-
торы PTP1B, которые будут способны нормализовать пищевое поведение и
предотвращать развитие метаболических нарушений [45]. Нами ранее было синте-
зировано и изучено соединение PI4, ингибитор PTP1B на основе оксо-1,4-дигид-
роциннолина, которое проявляло отчетливо выраженный анорексигенный эффект
и стимулировало лептиновый сигналинг в гипоталамических нейронах [17]. Его
введение крысам с ожирением в течение двух недель приводило к значительному
снижению массы тела и жировой ткани, как следствие двукратного в сравнении с
группой “ОЖ” сокращения потребления пищи. В гипоталамусе существенно по-
вышалась экспрессия гена Ptp1b, которая слабо менялась в других изученных груп-
пах, включая группу с ожирением, что является ответом на длительное ингибиро-
вание фосфатазы с помощью PI4. Индуцированное PI4 системное повышение чув-
ствительности к инсулину и лептину приводило к снижению уровня этих гормонов
в крови, но при этом не влияло на их содержание в структурах мозга, что могло
быть  следствием снижения концентрации инсулина и лептина в кровотоке. Соот-
ношение гормонов в крови и структурах мозга не отличалось от контрольных зна-
чений и было сходным с таковым в группе “ОЖ-МФ”, и это может указывать на
приближение эффективности транспорта инсулина и лептина через ГЭБ к таково-
му у здоровых животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами впервые показано, что при ожирении, вызванном комбинированной вы-
сококалорийной диетой, на фоне системной гиперинсулинемии и гиперлептине-
мии, ассоциированных с ИР и ЛР, отмечается ослабление поступления инсулина и
лептина через ГЭБ в гипоталамус и мозжечок. Следствием этого является значи-
тельное возрастание соотношения концентраций этих гормонов в крови и в струк-
турах мозга. Четырехнедельное лечение крыс с ожирением с помощью метформи-
на не только нормализовало метаболические показатели, но и в полной мере вос-
станавливало уровни инсулина и лептина в гипоталамусе и взятом для сравнения
мозжечке. Четырехнедельное лечение ИВИ и бромокриптином было в этом отно-
шении менее эффективным. Двухнедельная обработка крыс с ожирением ингиби-
тором PTP1B вызывала значительное снижение у них массы тела и жировой ткани,
уменьшала потребление пищи, улучшала метаболические показатели и чувстви-
тельность к инсулину и лептину. У животных под влиянием ингибитора PTP1B
восстанавливалось соотношение концентраций инсулина и лептина в крови и в
структурах мозга, но не вследствие повышения их уровня в мозге, а в результате
значительного снижения их концентрации в крови. Полученные данные указыва-
ют на то, что лечение различными по химической природе и механизмам действия
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препаратами, улучшающими метаболические и гормональные показатели при
ожирении, приводит к нормализации соотношения инсулина и лептина на пери-
ферии и в ЦНС, восстанавливая, тем самым, инсулиновый и лептиновый сигна-
линг в гипоталамусе и других отделах мозга. Одной из возможных причин этого
может являться восстановление нарушенного в условиях инсулиновой и лептино-
вой резистентности транспорта инсулина и лептина через ГЭБ. Это может вносить
существенный вклад в терапевтические эффекты метформина, ИВИ, бромокрип-
тина и ингибиторов фосфатазы PTP1B при лечении метаболических расстройств и
должно стать предметом дальнейшего изучения.
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The Levels of Insulin and Leptin in the Blood and Brain Structures of Rats
with Diet-Induced Obesity and the Effect of Various Drugs on Them

K. V. Derkacha, *, V. N. Sorokoumovb, A. A. Bakhtyukova,
V. M. Bondarevaa, and A. O. Shpakova, c
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bInstitute of Chemistry, Saint-Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
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In obesity, the insulin and leptin pathways in the brain and peripheral tissues are weak-
ened. In the brain, one of the reasons for this is the impaired transport of insulin and
leptin through the blood-brain barrier (BBB), an indicator of which is a change in their
ratio of their concentrations in the bloodstream and in the brain structures. However,
such changes in obesity and the effect of pharmacological drugs on them are almost not
studied. The aim of the work was to assess the levels of insulin and leptin in the brain
structures (hypothalamus, cerebellum) and their relationship with those in the blood of
male rats with obesity caused by a long-term combined high-calorie diet, as well as to
study the effect on these parameters of a four-week treatment of rats with obese with
metformin (200 mg/kg/day), bromocriptine (0.6 mg/rat/day) and intranasally adminis-
tered insulin (I-I) (0.5 IU/rat/day) and their two-week treatment with PI4, a phospha-
tase 1B inhibitor (PTP1B ) (10 mg/kg/day). It has been shown that in obesity under con-
ditions of hyperinsulinemia and hyperleptinemia, the delivery of insulin and leptin
through the BBB to the hypothalamus and cerebellum is weakened, which leads to a sig-
nificant increase in the ratios of the concentrations of these hormones in the blood and
brain structures. Metformin treatment not only normalized metabolic parameters and
sensitivity to insulin and leptin, but also fully restored the levels of insulin and leptin in
the brain. Treatment with I-I and bromocriptine was less effective. PI4 treatment caused
a significant decrease in the body weight and adipose tissue in obese rats, reduced their
food intake, improved the metabolic parameters and increased the sensitivity to insulin
and leptin. The PTP1B inhibitor also restored the ratio of insulin and leptin concentra-
tions in the blood and brain structures, but not due to an increase in their level in the
brain, as in the case of metformin, but as a result of a significant decrease in the concen-
trations of hormones in the blood. The data obtained indicate that treatment with drugs
of various chemical nature and mechanisms of action that improve metabolic and hor-
monal parameters in obesity leads to normalization of the ratio of insulin and leptin at
the periphery and in the CNS, restoring thus, the insulin and leptin signaling in the hy-
pothalamus and other brain regions and central insulin and leptin regulation of metabol-
ic processes at the periphery.

Keywords: obesity, hypothalamus, cerebellum, insulin, leptin, metformin, intranasally
administered insulin, bromocriptine, protein phosphotyrosine phosphatase 1B
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