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В экспериментах на сагиттальных срезах гипоталамуса крыс-самцов Вистар изу-
чали влияние 15 нМ инсулина на уровень спайковой активности, параметры
спайкового кодирования информации нейронами супрахиазматического ядра и
функциональное состояние афферентных входов к этим нейронам из аркуатного
ядра. Аппликации инсулина приводили к снижению частоты генерации потен-
циалов действия и росту энтропии распределения межспайковых интервалов у
33.3% зарегистрированных нейронов, у 12% клеток наблюдались реакции проти-
воположной направленности, показатели спайковой активности остальных
54.7% нейронов не изменялись. Наблюдавшиеся реакции энтропии распределе-
ния межспайковых интервалов свидетельствуют о соответствующих изменениях
степени нерегулярности межспайковых интервалов под влиянием инсулина. Ха-
рактеристику афферентных входов к нейронам супрахиазматического ядра из
аркуатного ядра производили с помощью электрофизиологической техники по-
строения и анализа перистимульной временной гистограммы. Статистически
значимые реакции на стимуляцию аркуатного ядра зарегистрированы у 24 из
38 протестированных нейронов супрахиазматического ядра. Из них у 6 нейронов
реакция протекала в виде коротколатентного (<20 мс) возбуждения, у 1 нейрона –
в виде длиннолатентного возбуждения, у 6 нейронов – в виде коротколатентного
торможения, у 11 нейронов наблюдались комплексные двух- и трехфазные реак-
ции в виде различных сочетаний возбуждения и торможения. Аппликации 15 нМ
инсулина вызвали качественное изменение реакций (в виде исчезновения исход-
ных или появления новых реакций) у 5 нейронов, первоначально отвечавших на
стимуляцию, и у 1 нейрона, первоначально не отвечавшего на стимуляцию арку-
атного ядра. Статистически значимых количественных изменений латентного
периода и продолжительности реакций под влиянием инсулина не обнаружено.
Полученные результаты указывают на способность инсулина оказывать влияние
на уровень активности и спайковый код относительно многочисленной популя-
ции нейронов циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра, а также
модулировать функциональное состояние афферентных входов к циркадианно-
му осциллятору из гипоталамического аркуатного ядра, играющего важную роль
в регуляции аппетита и метаболизма.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время хорошо известно, что все разнообразие околосуточных рит-
мов регулируются биологическими часами гипоталамического супрахиазматиче-
ского ядра, генерирующими собственный эндогенный циркадианный ритм [1, 2].
Однако период ритма супрахиазматического циркадианного осциллятора редко
соответствует 24 ч, а потому нуждается в синхронизации с суточным ритмом окру-
жающего мира. Кроме основного, фотического механизма синхронизации [3], в
циркадианной системе млекопитающих используются и другие механизмы на-
стройки биологических часов. В частности, роль времязадателя выполняет инфор-
мация о режиме питания, составе и калорийности пищи. В рамках данного меха-
низма синхронизации в качестве носителей сигнала используются метаболические
и гормональные регуляторы, а биологические часы супрахиазматического ядра ре-
гулируют суточный паттерн обмена питательных веществ и энергии [4–6].

Потенциальным регулятором, принимающим участие в синхронизации циркади-
анного осциллятора супрахиазматического ядра в соответствии с пищевой мотиваци-
ей, является гормон инсулин. Ранее в электрофизиологическом исследовании in vitro
было показано, что инсулин оказывает преимущественно угнетающее влияние на ак-
тивность клеток супрахиазматического ядра у крыс [7]. Существенный недостаток
этой работы заключался в том, что ее авторы выполнили количественную оценку из-
менений единственного “традиционного” показателя активности нейронов – сред-
ней частоты генерации спайков. Такой подход к характеристике биоэлектрической
активности нейронов нельзя считать полным, поскольку многие важные аспекты ко-
дирования информации остаются вне поля зрения. Между тем в нашем исследова-
нии на крысах in vivo [8] было продемонстрировано существование в нейронах цир-
кадианного осциллятора суточного ритма показателей спайкового кода. До сих пор
возможное влияние инсулина на спайковое кодирование информации нейронами
циркадианного осциллятора оставалось неизученным. Вместе с тем известно о спо-
собности некоторых гормонов и нейропептидов, участвующих в формировании пи-
щевой мотивации (лептина и нейропептида Y), модулировать параметры спайковой
активности клеток супрахиазматического ядра [9, 10].

Поскольку блокада синаптической передачи не препятствовала проявлению
влияния инсулина на активность нейронов супрахиазматического ядра [7], есть ос-
нования предполагать, что эффекты этого гормона обусловлены в первую очередь
его непосредственным воздействием на эти нейроны. Такая возможность хорошо
согласуется с данными об экспрессии рецепторов инсулина и инсулиноподобного
фактора роста (IGF-1) в этом ядре [11, 12]. В то же время нельзя исключить суще-
ствования опосредованного действия этого гормона, определяющегося его воз-
можной модуляцией афферентных входов в супрахиазматическое ядро из других
структур. Прежде всего такой структурой может служить расположенное непосред-
ственно каудальнее супрахиазматического ядра аркуатное ядро. Данное ядро, игра-
ющее важнейшую роль в регуляции аппетита и метаболизма [13], отвечает за реа-
лизацию значительной части центральных эффектов инсулина через инсулиновые
и IGF-1 рецепторы [14, 15]. Морфологической основой взаимодействия между
клетками аркуатного и супрахиазматического ядер являются реципрокные связи
между ними, обнаруженные с использованием электрофизиологических и нейро-
химических методов [16–19].

В настоящей работе, выполненной на срезах гипоталамуса крыс, изучены осо-
бенности влияния инсулина на спайковую активность нейронов супрахиазматиче-
ского ядра и осуществлена экспериментальная проверка способности инсулина
модулировать функциональное состояние афферентных входов из аркуатного ядра
к клеткам супрахиазматического ядра.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на 28 крысах-самцах Вистар массой тела 80–140 г.
Животных содержали в условиях вивария при режиме освещения в виде регуляр-
ной смены 12-часовых светлых и темных периодов и свободном доступе к пище и
воде.

В начале эксперимента крыс наркотизировали уретаном (Sigma-Aldrich, США,
1.2 г/кг массы тела внутрибрюшинно) и декапитировали. Из полости черепа извле-
кали головной мозг, быстро охлаждали в искусственной цереброспинальной жид-
кости при температуре 1–3°С, после чего с помощью вибратома (NVSL, World Precision
Instruments, США) готовили сагиттальные срезы гипоталамуса толщиной 300 мкм,
включающие супрахиазматическое и аркуатное ядро. Искусственная цереброспи-
нальная жидкость содержала (мМ) 124 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgSO4,
0.5 NaH2PO4, 10 глюкозы. После изготовления срезы по меньшей мере в течение
часа инкубировали в насыщенной карбогеном (95% О2 и 5% СО2) искусственной
цереброспинальной жидкости при температуре 37°С до начала регистрации. Для
регистрации спайковой активности нейронов срезы переносили в камеру из орга-
нического стекла, смонтированную на антивибрационном столике (Vibraplane,
США). Камеру перфузировали искусственной цереброспинальной жидкостью, на-
сыщенной карбогеном, с постоянной скоростью 1.5 мл/мин с помощью перисталь-
тической помпы (Minipuls 3, Gilson, Франция). Регистрацию производили при
температуре 27–30°С.

Спайковую активность нейронов супрахиазматического ядра регистрировали
внеклеточно с помощью стеклянных микроэлектродов с диаметром кончика около
1 мкм, заполненных искусственной цереброспинальной жидкостью того же соста-
ва. Сигнал от микроэлектрода усиливали (Dagan 2400A, США), устраняли шум ча-
стотой 50 Гц (Hum Bug; Quest Scientific, Канада), отцифровывали (Micro 1401,
CED, Великобритания) и подавали на персональный компьютер. Для визуализа-
ции сигнала, хранения и первичной обработки данных использовали программ-
ный пакет Spike 2 (CED, Великобритания).

В первой серии экспериментов регистрировали реакции параметров спайковой
активности нейронов супрахиазматичского ядра (n = 75) на аппликации 15 нМ ин-
сулина (Актрапид НМ, NOVO NORDISK, Дания) в перфузионный раствор. При
выборе используемой концентрации инсулина мы ориентировались на данные о
содержании этого вещества в цереброспинальной жидкости крысы [20], а также на
сведения об эффективных концентрациях инсулина, ранее использованных при
изучении его центральной активности другими исследователями [7, 14, 21–25]. Ре-
гистрацию активности нейронов производили в светлое время суток (в период с 10
до 20 ч). После появления спайковой активности в исходном состоянии наблюдали
за стабильностью частоты потенциалов действия в течение 10 мин. При отсутствии
видимой тенденции к нарушению постоянства этого показателя перфузию меняли
на раствор того же состава с добавлением инсулина на 10 мин, а затем возвраща-
лись к исходному раствору на 15 мин для отмывания среза от исследуемого веще-
ства. С целью исключения возможной десенситизации, на каждый срез произво-
дили однократную аппликацию инсулина.

Процесс обработки данных о спайковой активности был детально описан ра-
нее [10]. Первым этапом обработки было тщательное выделение всех зарегистри-
рованных спайков из шума и артефактов, которое выполнялось с помощью ком-
пьютерной программы LabSpike [26]. Использование данной программы, в частно-
сти, позволяло удостовериться, что источником всех зарегистрированных спайков
является один и тот же нейрон. Наряду с расчетом основного “традиционного” па-
раметра электрической активности нейронов – средней частоты генерации спай-
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ков, вычисляли два параметра, характеризующих спайковое кодирование инфор-
мации: энтропию распределения межспайковых интервалов, характеризующую
степень нерегулярности генерации потенциалов действия, и обоюдную информа-
цию между сопряженными межспайковыми интервалами, отражающую паттерни-
рование спайковой информации [8, 26].

Для оценки эффектов инсулина сравнивали значение параметров спайковой ак-
тивности в течение двух пятиминутных интервалов времени: в исходном состоя-
нии (непосредственно перед аппликацией) и в конце периода аппликации. Нейро-
нами, реагирующими на воздействие инсулина, считались лишь те, у которых ча-
стота генерации спайков изменялась под влиянием этого гормона не менее чем на
20% от исходной [27]. Для определения степени восстановления активности ней-
рона анализировали параметры спайковой активности в течение заключительного
пятиминутного периода отмывания среза и сравнивали с исходной активностью
(перед аппликацией).

Во второй серии экспериментов изучали способность инсулина модулировать
функциональное состояние афферентных входов к нейронам супрахиазматическо-
го ядра из гипоталамического аркуатного ядра. Для этого регистрировали реакции
спайковой активности нейронов супрахиазматического ядра (n = 38) на электро-
стимуляцию вентромедиальной области аркуатного ядра, нейроны которой явля-
ются источником проекций в супрахиазматическое ядро [17]. Для стимуляции ис-
пользовали биполярный электрод из нержавеющей стали (диаметр 100 мкм, меж-
электродное расстояние 200 мкм). Стимуляцию осуществляли единичными
двуфазными прямоугольными импульсами с частотой 1 Гц, амплитудой 200 мкА и
продолжительностью 1 мс (продолжительность положительной и следующей не-
посредственно за ней отрицательной фазы была одинакова и составляла 0.5 мс).
Генерацию стимулирующих импульсов производили с помощью электростимуля-
тора Model 2100 (A-M Systems, США). Расстояние между стимулирующим электро-
дом и районом регистрации спайковой активности составляло 2.5–3 мм.

Протокол регистрации активности нейронов супрахиазматического ядра во
второй серии экспериментов был аналогичным первой серии, однако апплика-
ция каждого раствора заканчивалась периодом электростимуляции аркуатного
ядра. Вначале регистрировали реакцию нейрона на электростимуляцию аркуат-
ного ядра в исходном состоянии (в условиях перфузии среза искусственной це-
реброспинальной жидкостью). Затем апплицировали в перфузионный раствор
инсулин в концентрации 15 нМ на 10 мин, после чего вновь производили элек-
тростимуляцию аркуатного ядра на фоне действия инсулина. Наконец снова пе-
реключали перфузию на искусственную цереброспинальную жидкость для от-
мывания среза от инсулина в течение 15 мин и проводили заключительный тест
со стимуляцией аркуатного ядра.

На основании полученных данных строили и анализировали перистимульные
временные гистограммы (PSTH), по которым определяли характер и выражен-
ность реакций нейронов на стимуляцию. Данная электрофизиологическая техника
основана на представлении о том, что сверхпороговый стимул закономерно вызы-
вает генерацию спайка в аксонах, афферентных по отношению к регистрируемой
клетке, и что стимуляции подвергается локальная область, прилегающая к кончику
стимулирующего электрода (менее 140 мкм от места стимуляции [28]). Гистограм-
ма строилась путем суммации данных об индивидуальных моментах генерации
спайков в пределах каждого 1-секундного интервала от предыдущего до последую-
щего стимула за весь период стимуляции [29], составлявший, в зависимости от
уровня спайковой активности клетки, от 100 до 400 с. Для определения моментов
начала 1-секундных циклов при построении гистограмм в качестве триггера ис-
пользовали информацию, содержащуюся в канале артефактов стимуляции.
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Полученные экспериментальные данные подвергали статистической обработке.
Для сравнения значений исследуемых показателей в ходе экспериментальных воз-
действий с исходным состоянием использовали парный t-тест или ранговый тест
Уилкоксона (в случае несоответствия распределения данных в выборках нормаль-
ному). Нормальность распределения данных в выборках проверяли с помощью те-
ста Шапиро–Уилка, однородность дисперсий – с помощью теста Левена. Стати-
стические данные о параметрах спайковой активности нейронов в исходном состо-
янии представлены как средние арифметические ± стандартные ошибки среднего.
Изменения исследуемых параметров считались статистически значимыми при р < 0.05.
При обработке перистимульных временных гистограмм применялась процедура
кумулятивного суммирования [30], дающая возможность идентифицировать ма-
лые различия в вероятности генерации спайков в постстимульный период относи-
тельно контрольного периода, в качестве которого использовали 200 мс, непосред-
ственно предшествующих стимулу. Реакции возбуждения или торможения иден-
тифицировали по статистически значимому росту или снижению суммарного
количества спайков в каждом из интервалов продолжительностью 2 мс, располо-
женных вслед за моментом стимула, по сравнению с контролем. Статистически
значимыми при анализе перистимульных временных гистограмм считали лишь те
реакции, где уровень р в непарном t-тесте или ранговом тесте Манна–Уитни со-
ставлял p < 0.02 [28].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние 15 нМ инсулина на параметры спайковой активности нейронов 
супрахиазматического ядра

Реакции параметров спайковой активности на воздействие инсулина изучены
на 75 нейронах супрахиазматического ядра. Для всей этой группы нейронов часто-
та генерации потенциалов действия составила 2.55 ± 0.26 с–1, энтропия распреде-
ления межспайковых интервалов равнялась 6.59 ± 0.10 бит, а обоюдная информа-
ция между сопряженными межспайковыми интервалами составила 0.060 ± 0.013 бит.

Аппликации 15 нМ инсулина в перфузионный раствор вызвали изменение ча-
стоты генерации потенциалов действия у 34 из 75 (45.3%) протестированных ней-
ронов супрахиазматического ядра. Остальные нейроны (41 из 75; 54.7%) не изме-
няли уровень спайковой активности под влиянием инсулина.

У 25 из 75 нейронов (33.3%) реакции на воздействие инсулина характеризова-
лись снижением частоты генерации спайков. Примеры реакций на аппликацию
инсулина в виде снижения уровня спайковой активности у нейронов супрахиазма-
тического ядра показаны на рис. 1. Медиана частоты спайков у нейронов данной
группы снизилась с 1.34 с–1 в исходном состоянии до 0.43 с–1 в присутствии инсу-
лина (р < 0.001). Характерной особенностью реакций этих клеток на аппликацию
инсулина был рост энтропии распределения межспайковых интервалов с 6.73 ± 0.19 до
7.26 ± 0.21 бит (р < 0.01), что свидетельствует о повышении степени нерегулярно-
сти генерации спайков. Статистически значимых изменений обоюдной информа-
ции между сопряженными межспайковыми интервалами обнаружено не было, не-
смотря на умеренную тенденцию к увеличению данного показателя, значение ко-
торого составило 0.086 ± 0.031 бит в исходном состоянии и 0.111 ± 0.045 бит при
воздействии инсулина (р = 0.41). Реакции нейронов супрахиазматического ядра
противоположной направленности, в виде повышения уровня биоэлектрической
активности, на воздействие 15 нМ инсулина зарегистрированы в 9 случаях из
75 (12.0%). Статистический анализ с использованием z-теста показал, что такие ре-
акции на аппликации инсулина встречались реже, чем реакции в виде снижения
активности (р < 0.01). Рост уровня активности клеток проявлялся в повышении ме-
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дианы частоты генерации потенциалов действия с 0.47 до 0.89 с–1 (р < 0.01). Одно-
временно с повышением уровня спайковой активности у данной группы нейронов
при воздействии инсулина наблюдалось небольшое, но статистически значимое
снижение медианы энтропии распределения межспайковых интервалов с 6.85 до
6.65 бит (р < 0.05). Изменений обоюдной информации между сопряженными меж-
спайковыми интервалами обнаружено не было (р = 1.00), а значение медианы дан-
ного показателя и в исходном состоянии, и в период действия инсулина оказалось
равным нулю.

Анализ реакций на воздействие инсулина всех 75 протестированных нейронов
как единой группы также выявил статистически значимые изменения показателей

Рис. 1. Примеры реакций двух нейронов (Cell 1, Cell 2) супрахиазматического ядра на аппликацию 15 нМ
инсулина. Для обоих нейронов в верхней части рисунка представлены гистограммы с данными об изме-
нениях уровня спайковой активности клеток по ходу эксперимента. Период аппликации инсулина по-
казан горизонтальным отрезком над гистограммой. По оси абсцисс – время в секундах (момент начала

аппликации соответствует 0), по оси ординат – частота генерации спайков (с-1). Горизонтальным от-
резкам под гистограммой (a и b) соответствуют 50-секундные интервалы записи спайковой активности
для первого нейрона, и 100-секундные интервалы записи для второго нейрона, представленные под ги-
стограммой: (a) – непосредственно перед воздействием, (b) – в конце аппликации инсулина.
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спайковой активности клеток супрахиазматического ядра. Медиана частоты гене-
рации спайков снижалась под влиянием инсулина с 1.56 до 1.37 с–1 (р < 0.001). Од-
новременно с этим наблюдалось увеличение степени нерегулярности спайков, что
отражалось в небольшом, но статистически значимом росте медианы энтропии
распределения межспайковых интервалов с 6.67 до 6.79 бит (р < 0.05). В то же время
обоюдная информация между сопряженными межспайковыми интервалами не из-
менялась (р = 0.44). Медиана этого показателя равнялась нулю и в исходном состо-
янии и после аппликации инсулина, что отражает отсутствие паттернирования ин-
формации в спайковом коде в данных экспериментальных условиях.

Статистические данные об изменениях показателей спайковой активности под
влиянием инсулина у вышеописанных групп клеток представлены на рис. 2.

Реакции нейронов супрахиазматического ядра на воздействие инсулина харак-
теризовались полной или частичной обратимостью. На рис. 2 отчетливо прослежи-
вается тенденция к восстановлению исходной величины всех исследуемых пара-
метров после отмывания среза.

Рис. 2. Влияние 15 нМ инсулина на частоту генерации потенциалов действия, с–1 (левые диаграммы),
энтропию распределения межспайковых интервалов, бит (средние диаграммы) и обоюдную информа-
цию между сопряженными межспайковыми интервалами, бит (правые диаграммы) нейронов супрахи-
азматического ядра. (a) – нейроны, активность которых снижалась под влиянием инсулина (n = 25).
(b) – нейроны, активность которых повышалась под влиянием инсулина (n = 9). (c) – вся совокупность
зарегистрированных нейронов (n = 75). Обозначения под диаграммами: Before – исходное состояние;
Insulin – на фоне действия инсулина; Washout – после отмывания среза искусственной цереброспи-
нальной жидкостью. Звездочками отмечены статистически значимые различия с исходным состоянием:
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Влияние 15 нМ инсулина на функциональное состояние синаптических входов 
к нейронам супрахиазматического ядра из аркуатного ядра

В настоящей работе охарактеризованы реакции на стимуляцию вентромедиаль-
ной области аркуатного ядра 38 нейронов супрахиазматического ядра. Статистиче-
ски значимые реакции на стимуляцию (р < 0.02) в исходном состоянии (до аппли-
кации инсулина) зарегистрированы у 24 протестированных клеток из (63.2%), у
остальных 13 нейронов (34.2%) ответных реакций на стимуляцию не обнаружено.
В числе реакций на стимуляцию наблюдались простые монофазные ответы (воз-
буждение или торможение) и комплексные реакции в форме разнообразных соче-
таний возбуждения и торможения.

6 из 38 (15.8%) нейронов супрахиазматического ядра демонстрировали ответные
реакции на стимуляцию в форме коротколатентного (<20 мс) ортодромного воз-
буждения. Реакции данного типа характеризовались пиком на перистимульных
временных гистограммах (рис. 3a, левая и центральная гистограммы). Пик распо-
лагался на коротком расстоянии от момента стимула, после чего наблюдался по-
степенно снижающийся до контрольного уровня “хвост”. Местоположение пика
на гистограмме соответствует моменту наибольшей вероятности генерации спай-
ков постсинаптической клеткой супрахиазматического ядра, а продолжительность
“хвоста” соответствует периоду, в течение которого сохраняется повышенная ве-
роятность генерации спайков. В одном случае реакция на стимуляцию протекала в
форме длиннолатентного возбуждения (рис. 3a, правая гистограмма). В данном
случае на перистимульной временной гистограмме вместо единственного пика на-
блюдалась относительно продолжительная область роста активности, которая на-
чиналась спустя значительный латентный период после стимула. Эта область соот-
ветствует по продолжительности интервалу времени, характеризующемуся повы-
шенной вероятностью генерации потенциалов действия постсинаптической клеткой
супрахиазматического ядра. В 6 случаях (15.8%) реакция супрахиазматических ней-
ронов на стимуляцию аркуатного ядра протекала в форме коротколатентного (<20 мс)
ортодромного торможения (рис. 3b). Этот тип реакции находил отражение в харак-
терной форме перистимульной временной гистограммы с “провалом”, располагав-
шемся на коротком расстоянии от момента стимула, после чего происходило по-
степенное восстановление активности до контрольного уровня. Область “провала”
соответствует периоду сниженной вероятности генерации спайков исследуемым
нейроном супрахиазматического ядра.

В 11 случаях (28.9%) зарегистрированы комплексные реакции на стимуляцию
аркуатного ядра. Такие реакции состояли из различных сочетаний возбуждения и
торможения. Наиболее часто (у 6 нейронов; 15.8%) комплекс включал короткола-
тентное ортодромное возбуждение и последующее ортодромное торможение. Ха-
рактерный пример реакции данного типа представлен на рис. 3c (левая гистограмма).
В одном случае нейрон супрахиазматического ядра ответил на стимуляцию аркуат-
ного ядра ортодромным коротколатентным торможением с последующим ортодром-
ным возбуждением (рис. 3c, центральная гистограмма). Один нейрон супрахиазмати-
ческого ядра ответил на стимуляцию комплексной реакцией, которая состояла из двух
ортодромных возбуждений – коротколатентного и длиннолатентного (рис. 3b), при
этом уровень активности в интервале между двумя фазами возбуждения (28 мс) не
отличался от контроля (р = 0.21). В одном случае ответная реакция на стимуляцию
аркуатного ядра протекала в три фазы: ортодромного коротколатентного и длин-
нолатентного возбуждения, между которыми имело место ортодромное торможе-
ние (рис. 3c).

У 2 из 38 (5.3%) исследованных нейронов супрахиазматического ядра наблюда-
лась комплексная реакция на стимуляцию аркуатного ядра в форме антидромного
возбуждения с последующим ортодромным торможением (рис. 4). В условиях ис-
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пользования стабильных параметров сверхпороговых стимулов наиболее важным
признаком антидромного возбуждения является устойчивая генерация спайков с
постоянным коротким латентным периодом (рис. 4a). Это находит свое отражение
в характерной форме перистимульной временной гистограммы в форме узкого вы-
сокого пика, который располагается на коротком расстоянии от момента стимула
(рис. 4c). Такая форма гистограммы свидетельствует о постоянстве латентного пе-
риода генерации спайков при антидромной стимуляции. Дополнительным при-
знаком антидромного возбуждения служит явление коллизии – увеличенная про-
должительность латентного периода или отсутствие антидромного спайка в тех
случаях, когда момент появления спонтанного спайка приходится на период, не-
посредственно предшествующий стимулу (рис. 4b). При этом генерация антидром-
ного спайка не происходит по причине того, что момент его потенциальной гене-
рации совпадает с рефрактерной фазой, следующей за спонтанным спайком.
У двух нейронов, демонстрировавших реакцию данного типа, латентный период генера-

Рис. 3. Примеры перистимульных временных гистограмм нейронов супрахиазматического ядра при
стимуляции аркуатного ядра. (a) – ортодромное возбуждение: слева и в центре – коротколатентное,
справа – длиннолатентное. (b) - ортодромное коротколатентное торможение. (c) – комплексные реак-
ции: слева – коротколатентное ортодромное возбуждение и ортодромное торможение; в центре – ко-
ротколатентное ортодромное торможение и ортодромное возбуждение; справа – коротколатентное ор-
тодромное возбуждение, ортодромное торможение и длиннолатентное ортодромное возбуждение. По
оси абсцисс – время, мс (отметка “0” соответствует моменту стимула); по оси ординат – суммарное ко-
личество спайков за каждый 2-миллисекундный интервал времени.
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ции антидромных спайков при стимуляции аркуатного ядра составил 10.70 ± 0.11 мс
(n = 126 спайков) и 10.20 ± 0.02 мс (n = 257 спайков).

Аппликации 15 нМ инсулина в ряде случаев приводили к качественным измене-
ниям ответных реакций клеток супрахиазматического ядра на стимуляцию аркуат-
ного ядра. Качественные изменения проявлялись в виде исчезновения исходной
реакции (или ее фазы), либо в появлении новой. В отдельных наблюдениях после
аппликации инсулина возникали количественные изменения, которые выража-
лись в изменении латентного периода или продолжительности реакции, однако
групповой анализ таких изменений показал, что они не достигали уровня стати-
стической значимости.

В группе нейронов, отреагировавших коротколатентным ортодромным возбуж-
дением на стимуляцию аркуатного ядра (n = 6), количественных изменений реак-
ции на стимуляцию под влиянием инсулина выявлено не было. В исходном состо-
янии латентный период реакции составлял 11.7 ± 1.4 мс, а на фоне действия инсу-
лина он равнялся 13.2 ± 2.3 мс (р = 0.46). Продолжительность ортодромного
возбуждения, составившая в исходном состоянии 30.0 ± 11.1 мс, демонстрировала

Рис. 4. Влияние 15 нМ инсулина на перистимульную временную гистограмму нейрона супрахиазмати-
ческого ядра в виде реакции антидромного возбуждения с последующим ортодромным торможением на
стимуляцию аркуатного ядра. (a) – фрагменты нейронограмм в области артефактов стимуляции (отме-
чены стрелкой) в исходном состоянии. Суперпозиция нейронограмм с 8 последовательными стимула-
ми показывает постоянство латентного периода вызванного спайка. (b) – появление спонтанного спай-
ка непосредственно перед моментом стимула приводит к удлинению латентного периода вызванного
спайка или к полному исчезновению последнего (2 нижние нейронограммы) в соответствии с явлением
коллизии. (c) – перистимульные временные гистограммы, суммирующие данные о реакциях на воздей-
ствие 270 последовательных стимулов в исходном состоянии (Before), на фоне действия инсулина (Insulin) и
после 15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной жидкостью (Washout). По оси
абсцисс – время, мс (отметка “0” соответствует моменту стимула); по оси ординат – суммарное количе-
ство спайков за каждый 2-миллисекундный интервал времени.
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тенденцию к увеличению до 36.8 ± 21.0 мс, однако это изменение не достигло уров-
ня статистической значимости (р = 0.33). Вместе с тем инсулин вызвал качествен-
ные изменения реакций на стимуляцию аркуатного ядра у двух нейронов этой
группы. Так, нейрон, перистимульные временные гистораммы которого показаны
на рис. 5a, в исходном состоянии отвечал на стимуляцию коротколатентным орто-
дромным возбуждением (p < 0.01). Однако в присутствии инсулина статистически
значимого возбуждения у данного нейрона уже не наблюдалось (р = 0.07). После
15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной жидкостью
произошло восстановление реакции (p < 0.05). На гистограмме другого нейрона,
отвечавшего в исходном состоянии на стимуляцию аркуатного ядра короткола-
тентным ортодромным возбуждением (р < 0.01), под действием инсулина появи-
лась вторая, тормозная фаза реакции (р < 0.001); это привело к трансформации
простой реакции в комплексную. Отмывание данного нейрона искусственной це-
реброспинальной жидкостью не вызвало полного восстановления исходного ха-
рактера реакции на стимуляцию. Реакция по-прежнему сохранила черты ком-
плексного ответа в виде коротколатентного ортодромного возбуждения (р < 0.001)
с последующим торможением (р < 0.001).

Рис. 5. Влияние 15 нМ инсулина на перистимульную временную гистограмму нейронов супрахиазмати-
ческого ядра в виде реакций коротколатентного ортодромного возбуждения (a), отсутствия исходной
реакции (b) и реакции коротколатентного ортодромного торможения (c) на стимуляцию аркуатного яд-
ра. Представлены перистимульные временные гистограммы в исходном состоянии (Before), на фоне
действия инсулина (Insulin) и после 15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной
жидкостью (Washout). По оси абсцисс – время, мс (отметка “0” соответствует моменту стимула); по оси
ординат – суммарное количество спайков за каждый 2-миллисекундный интервал времени.
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В группе из 6 нейронов, отвечавших на стимуляцию аркуатного ядра простой ре-
акцией коротколатентного ортодромного торможения, воздействие инсулина не
вызвало статистически значимых изменений параметров ортодромного торможе-
ния относительно их исходных значений. В присутствии инсулина наблюдалась
лишь тенденция к увеличению латентного периода реакции, который составил
13.7 ± 1.0 мс в исходном состоянии и 17.3 ± 0.8 мс на фоне действия инсулина (р = 0.06).
В исходном состоянии продолжительность торможения составляла 180.0 ± 56.4 мс,
а при воздействии инсулина – 189.0 ± 55.4 мс (р = 0.41). Существенных качествен-
ных изменений ответной реакции клеток данной группы на стимуляцию под влия-
нием инсулина также не наблюдалось. Пример реакции нейрона, отвечавшего на
стимуляцию аркуатного ядра коротколатентным ортодромным торможением,
представлен на рис. 5c.

Наиболее часто (в 6 случаях) среди комплексных реакций нейронов супрахиаз-
матического ядра на стимуляцию аркуатного ядра встречалось последовательное
сочетание коротколатентного ортодромного возбуждения и ортодромного тормо-
жения. У двух клеток с таким типом реакции на стимуляцию воздействие инсулина
привело к качественной трансформации ответа. У нейрона, перистимульные вре-
менные гистограммы которого представлены на рис. 6a, аппликация инсулина вы-
звала исчезновение первой фазы реакции – ортодромного возбуждения, при со-
хранении второй, тормозной фазы (р < 0.01). Отмывание среза в течение 15 мин ис-
кусственной цереброспинальной жидкостью привело к полному восстановлению
фазы возбуждения (р < 0.01) и ее исходных параметров. В конце отмывания также
сохранилась и последующая фаза торможения (р < 0.001). У другого нейрона, отве-
чавшего на стимуляцию аркуатного ядра аналогичной комплексной реакцией, воз-
действие инсулина привело к исчезновению обоих ее компонентов, причем в дан-
ном случае признаков восстановления исходной реакции не наблюдалось и после
15-минутного отмывания среза искусственной цереброспинальной жидкостью.
У остальных 4 нейронов с данной формой комплексной реакции на стимуляцию
инсулин не вызвал статистически значимых количественных и качественных изме-
нений параметров (латентного периода и продолжительности) каждой из двух фаз
реакции (р > 0.05).

У двух нейронов супрахиазматического ядра комплексная реакция на стимуля-
цию аркуатного ядра состояла из начальной фазы антидромного возбуждения (р = 0.01)
и последующей фазы (р < 0.001) ортодромного торможения (рис. 4c). В исходном
состоянии латентный период генерации антидромных спайков этими нейронами
при стимуляции аркуатного ядра составлял 10.7 ± 0.1 и 10.2 ± 0.02 мс. В период
действия инсулина латентный период генерации антидромных спайков изменился
незначительно (р > 0.05), составив соответственно 10.5 ± 0.1 и 10.1 ± 0.06 мс. Под
действием инсулина параметры последующей фазы ортодромного торможения у
данных нейронов также не претерпевали существенных изменений (рис. 4c).

У одного нейрона супрахиазматического ядра (рис. 3c, в центре) комплексная
реакция на стимуляцию аркуатного ядра проявлялась в форме ортодромного ко-
ротколатентного торможения (р = 0.01) и последующего ортодромного возбужде-
ния (р < 0.001). В присутствии инсулина наблюдались небольшие количественные
изменения параметров реакции. Произошло укорочение на 2 мс латентного перио-
да начальной тормозной фазы реакции и увеличение продолжительности этой фа-
зы на 4 мс; латентный период последующей фазы комплексной реакции (орто-
дромного возбуждения) увеличился на 2 мс, тогда как ее продолжительность
уменьшилась на 18 мс.

Один нейрон супрахиазматического ядра (рис. 6b) ответил на стимуляцию ком-
плексной реакцией в виде сочетания двух ортодромных возбуждений – короткола-
тентного (р < 0.001) и длиннолатентного (р < 0.001). Под действием инсулина про-
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изошла качественная трансформация исходно двухфазной реакции в трехфазную
за счет появления дополнительной фазы торможения (р < 0.001) в интервале между
коротколатентным и длиннолатентным возбуждением. После 15-минутного отмы-
вания среза искусственной цереброспинальной жидкостью качественного восста-
новления исходного характера комплексной реакции у данного нейрона не про-
изошло, поэтому реакция по-прежнему осталась трехфазной.

Наконец, в исходном состоянии один нейрон супрахиазматического ядра (рис. 6c)
ответил на стимуляцию аркуатного ядра трехфазной реакцией, включавшей корот-
колатентное ортодромное возбуждение (р < 0.001), ортодромное торможение (р < 0.001)
и длиннолатентное ортодромное возбуждение (р < 0.001). На фоне действия инсу-
лина наблюдались небольшие количественные изменения параметров второй и
третьей фаз комплексной реакции, наиболее выраженным среди которых оказа-
лось удлинение фазы ортодромного торможения на 14 мс.

У 14 (34.2%) протестированных нейронов супрахиазматического ядра статисти-
чески значимых ответных реакций на стимуляцию аркуатного ядра в исходном со-
стоянии обнаружено не было (р > 0.05). У 13 из 14 нейронов этой группы признаков

Рис. 6. Влияние 15 нМ инсулина на перистимульную временную гистограмму нейронов супрахиазмати-
ческого ядра в виде комплексных реакций на стимуляцию аркуатного ядра: коротколатентного орто-
дромного возбуждения с последующим торможением (a), коротколатентного и длиннолатентного орто-
дромного возбуждения (b) и коротколатентного ортодромного возбуждения, торможения и длиннола-
тентного возбуждения (c). Представлены перистимульные временные гистограммы в исходном
состоянии (Before), на фоне действия инсулина (Insulin) и после 15-минутного отмывания среза искус-
ственной цереброспинальной жидкостью (Washout). По оси абсцисс – время, мс (отметка “0” соответ-
ствует моменту стимула); по оси ординат – суммарное количество спайков за каждый 2-миллисекунд-
ный интервал времени.
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ответной реакции не обнаружено и в присутствии инсулина. Лишь у одного нейро-
на (рис. 5b), не демонстрировавшего реакции в исходном состоянии (р = 0.10), под
влиянием инсулина отчетливо проявилось ортодромное торможение (р < 0.001),
признаки которого сохранились и после 15-минутного отмывания среза искус-
ственной цереброспинальной жидкостью (р < 0.001) несмотря на значительное
уменьшение продолжительности реакции (на 74 мс).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В циркадианной системе млекопитающих для точной синхронизации ритма
циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра с 24-часовым ритмом
окружающего мира используется целый ряд времязадателей. Наряду с основным,
фотическим механизмом настройки [3], существуют и другие, нефотические меха-
низмы синхронизации биологических часов. В рамках этих механизмов важную
роль играют времязадатели, связанные с пищей: суточный режим приема пищи, ее
состав и калорийность, метаболические сигналы и гормональные регуляторы, яв-
ляющиеся носителями информации об уровне питательных веществ и метаболиче-
ском статусе [4–6], хотя физиологический механизм пищевой синхронизации
циркадианной системы изучен недостаточно [31]. Гипотеза о независимом от су-
прахиазматического ядра осцилляторе, настраиваемом пищей (“food entrainable os-
cillator”, FEO, [5]), не нашла достаточных экспериментальных подтверждений, по-
скольку локализация такого осциллятора не установлена, и само существование
его остается недоказанным.

В качестве одного из потенциальных времязадателей, связанных с пищей, рас-
сматривается гормон инсулин. Ранее в нашем исследовании на крысах [32] было
продемонстрировано, что интраназальное введение инсулина в специфическое
время суток вызывает фазовое опережение циркадианного ритма произвольной
локомоторной активности (бег в колесе). Недавно было установлено [33], что вли-
яние инсулина и инсулиноподобного фактора роста (IGF-1) на фазу циркадиан-
ных часов проявляется как in vivo, так и in vitro, и может быт связано со стимуляци-
ей синтеза протеина PER, вызванной активацией PIP3 и mTORC1 каскадов и по-
давлением микроРНК.

В настоящем электрофизиологическом исследовании изучались прямые и опо-
средованные механизмы влияния инсулина на спайковую активность нейронов су-
прахиазматического ядра крыс in vitro. В первой части настоящей работы изучено
влияние инсулина на уровень спайковой активности и параметры спайкового коди-
рования информации нейронами супрахиазматического ядра in vitro. Использован-
ный в настоящей работе подход к анализу спайковой активности, в соответствии с
которым кроме частоты генерации потенциалов действия учитывались показатели
спайкового кодирования информации (энтропия распределения межспайковых ин-
тервалов и обоюдная информация между сопряженными межспайковыми интер-
валами), позволил выполнить количественную оценку реакций нейронного кода
на воздействие инсулина. Аппликация инсулина оказывала влияние на частоту ге-
нерации спайков у 45.3% нейронов супрахиазматического ядра, в остальных случа-
ях существенных изменений активности клеток выявлено не было. Эти данные, по
всей видимости, отражают значительную в количественном отношении долю ней-
ронов супрахиазматического ядра, осуществляющих экспрессию рецепторов, спо-
собных взаимодействовать с инсулином. Такими рецепторами в этом ядре являют-
ся специфические рецепторы инсулина и инсулиноподобного фактора роста (IGF-1)
[11, 12]. Преобладающим характером реакций, зарегистрированных в 33.3% случа-
ев, оказалось снижение частоты генерации потенциалов действия. Лишь в 12.0% на-
блюдений происходил рост исходной частоты генерации потенциалов действия под
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влиянием инсулина. Этот результат согласуется с данными других авторов [7] о пре-
имущественно угнетающем влиянии инсулина на спайковую активность нейронов
супрахиазматического ядра, а также с данными об ингибирующем влиянии инсули-
на на активность нейронов других структур ЦНС, в частности нейронов аркуатного
ядра, продуцирующих агути-связанный пептид и нейропептид Y (AgRP/NPY) [21], и
большинства нейронов этого ядра, продуцирующих проопиомеланокортин (POMK)
[14], нейронов префронтальной коры [22] и гиппокампа [23]. Реже встречаются
свидетельства противоположного, возбуждающего влияния инсулина, возникше-
го, в частности, при его воздействии на 11% проопиомеланокортиновых нейронов
аркуатного ядра [14], нейроны инсулярной коры [24], дофаминергические нейро-
ны вентральной области покрышки и черной субстанции [25]. В целом обнаружен-
ные в настоящей работе различия в реакциях спайковой активности отдельных
клеток могут, в частности, объясняться активацией различных типов мембранных
рецепторов нейронов супрахиазматического ядра, включением в реакцию различ-
ных каскадов внутриклеточных посредников и нейрохимическим разнообразием
клеток супрахиазматического ядра. Данное ядро отличается широким набором фе-
нотипов нейронов, продуцирующих нейропептиды (вазопрессин, вазоактивный ин-
тестинальный пептид, калретинин, гастрин-рилизинг пептид и др.) и ГАМК [34].

Поскольку основой информации, передаваемой между нейронами ЦНС, явля-
ется спайковый код [35], в рамках настоящей работы для оценки эффектов инсули-
на на уровне супрахиазматического ядра впервые использованы параметры коди-
рования информации, позволяющие более полно охарактеризовать реакции спай-
ковой активности клеток. При этом одновременно со снижением уровня
активности нейронов супрахиазматического ядра под влиянием инсулина проис-
ходил рост энтропии распределения межспайковых интервалов, тогда как измене-
ний обоюдной информации между сопряженными межспайковыми интервалами
обнаружено не было. Такой характер реакции свидетельствует о том, что под дей-
ствием инсулина у данной популяции клеток возникал рост нерегулярности гене-
рации потенциалов действия без существенного изменения степени паттернирова-
ния спайковой информации в нейронном коде. В то же время у меньшей по чис-
ленности группы нейронов, уровень активности которых повышался под
влиянием инсулина, наблюдалось снижение энтропии распределения межспайко-
вых интервалов, указывающее на уменьшение степени нерегулярности генерации
спайков. Таким образом, воздействие инсулина на уровень активности нейронов
супрахиазматического ядра, независимо от направленности реакции, сопровожда-
лось изменениями параметра спайкового кода, отражающего нерегулярность гене-
рации потенциалов действия. Эти результаты могут указывать на фундаменталь-
ные различия между характеристиками популяций нейронов, демонстрировавших
в условиях воздействия инсулина изменения спайковой активности противопо-
ложной направленности. В целом полученные данные свидетельствуют о том, что
инсулин при непосредственном воздействии способен модулировать уровень ак-
тивности и оказывать влияние на спайковый код относительно многочисленной
популяции нейронов циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра.

Во второй части настоящей работы in vitro с помощью электрофизиологической
техники анализа перистимульной временной гистограммы изучено влияние инсули-
на на функциональное состояние афферентных входов к нейронам супрахиазмати-
ческого ядра из аркуатного ядра. Известно, что аркуатное ядро, играющее важную
роль в регуляции аппетита и метаболизма [13], опосредует значительную часть цен-
тральных эффектов инсулина через инсулиновые и IGF-1 рецепторы [14, 15]. Ранее в
электрофизиологических и нейрохимических исследованиях, а также в работах, вы-
полненных с использованием ретроградных трейсеров, было продемонстрировано
существование реципрокных связей между нейронами аркуатного и супрахиазмати-
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ческого ядер [16–19, 36]. Имеются свидетельства того, что реципрокное взаимодей-
ствие между этими ядрами является необходимым условием экспрессии циркадиан-
ных ритмов [37, 38].

В настоящем исследовании более половины протестированных нейронов супра-
хиазматического ядра (63.2%) отвечали на стимуляцию аркуатного ядра простыми
однофазными или комплексными реакциями. При этом в большинстве случаев ре-
акции оказались коротколатентными (<20 мс). Эти результаты свидетельствуют о
том, что большинство нейронов супрахиазматического ядра получают моно- и
олигосинаптические проекции из подвергшегося стимуляции вентромедиального
отдела аркуатного ядра. Следует заметить, что в интактном мозге количество таких
проекций может быть даже более значительным, поскольку в электрофизиологи-
ческом исследовании in vivo [16] простые или комплексные реакции на стимуля-
цию аркуатного ядра были обнаружены у 48 из 56 нейронов супрахиазматического
ядра (85.7%). В настоящей работе (так же, как и в исследовании in vivo [16]) корот-
колатентные реакции встречались гораздо чаще длиннолатентных, при этом коли-
чество коротколатентных реакций ортодромного возбуждения и торможения ока-
залось одинаковым. Это указывает на баланс между стимулирующим и ингибиру-
ющим влиянием на активность клеток супрахиазматического ядра со стороны
аркуатного ядра. Данный каудальный вход может принимать участие в механизмах
нефотической настройки циркадианного осциллятора в соответствии с уровнем
энергообмена, режимом питания, выраженностью пищевой мотивации. Ранее бы-
ла неоднократно продемонстрирована настройка циркадианного ритма экспрес-
сии генов в супрахиазматическом ядре, поведенческих и физиологических цирка-
дианных ритмов в соответствии с режимом питания, особенно в условиях снижен-
ной калорийности пищи [39–41].

В 28.9% случаев стимуляция аркуатного ядра вызвала комплексные реакции
нейронов супрахиазматического ядра, состоящие из нескольких фаз. Эти данные
показывают, что значительная доля клеток супрахиазматического ядра получает
два или более афферентных входа из области аркуатного ядра. Поскольку подавля-
ющее большинство ответов характеризовалось коротким латентным периодом,
данные афферентные проекции скорее всего являлись моно- или олигосинаптиче-
скими. Лишь в отдельных случаях в состав комплексных реакций входила фаза
длиннолатентного возбуждения, свидетельствующая о том, что небольшая часть
нейронов супрахиазматического ядра может дополнительно получать возбуждаю-
щую афферентацию из области аркуатного ядра через окольные полисинаптиче-
ские проекции.

Ранее было показано, что нейронные связи между аркуатным и супрахиазмати-
ческим ядрами являются реципрокными [16–19, 36]. Существование эфферентных
проекций нейронов супрахиазматического ядра в аркуатное ядро нашло подтвер-
ждение в двух экспериментах, в которых были зарегистрированы реакции анти-
дромного возбуждения при стимуляции аркуатного ядра (рис. 4). Параметры этих
реакций дают возможность ориентировочно судить о скорости аксонного проведе-
ния возбуждения между супрахиазматическим и аркуатным ядрами. Учитывая, что
кратчайшее расстояние (по прямой) между стимулирующим и регистрирующим
электродами составляло 2.5–3 мм, а латентный период антидромного возбуждения
приблизительно равнялся 10.5 мс, расчетная скорость проведения возбуждения по
аксонам в данных условиях должна была составить не менее 25–30 см/c. Принимая
во внимание тот факт, что регистрация производилась при температуре на 7–10°С
ниже физиологической, и учитывая данные об уменьшении скорости проведения
приблизительно на 5% при снижении температуры на каждый градус в диапазоне
температур 29–38°С [42], реальная скорость проведения нервных импульсов в дан-
ной области гипоталамуса in vivo может быть примерно на 35–50% выше. Такая
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скорость проведения характерна для немиелинизированных или тонких миелини-
зированных аксонов ЦНС млекопитающих [43].

В основе разнообразия ответных реакций нейронов супрахиазматического ядра
на стимуляцию может лежать широкий набор нейрохимических фенотипов нейро-
нов аркуатного ядра, служивших источником афферентных входов к исследован-
ным нейронам. В частности, в составе проекций из вентромедиального отдела ар-
куатного ядра в супрахиазматическое ядро следуют аксоны нейронов, продуциру-
ющих нейропептид Y, агути-связанный пептид (AgRP), проопиомеланокортин,
ГАМК, кисспептин, соматолиберин (GHRH) и соматостатин [17, 19, 44].

Одной из задач настоящего исследования было изучение модулирующего влия-
ния инсулина на функциональное состояние афферентных входов к нейронам су-
прахиазматического ядра из аркуатного ядра. Статистически значимых количе-
ственных изменений латентного периода и продолжительности возбуждающих
или тормозных реакций нейронов супрахиазматического ядра на электростимуля-
цию аркуатного ядра в присутствии инсулина зарегистрировано не было. Вместе с
тем в 6 случаях (16% протестированных нейронов супрахиазматического ядра) под
влиянием инсулина произошла качественная трансформация реакции, заключав-
шаяся в исчезновении предсуществующей реакции или фазы комплексной реак-
ции (3 нейрона) или в появлении дополнительной реакции или ее фазы (3 нейрона).
Таким образом, полученные результаты являются экспериментальным подтвер-
ждением модулирующего влияния инсулина на функциональное состояние части
афферентных входов, поступающих к нейронам супрахиазматического ядра из
вентромедиальной области аркуатного ядра. В связи с этим особый интерес приоб-
ретают вопросы о месте приложения и механизмах модулирующего влияния инсу-
лина. В данных экспериментальных условиях потенциально возможными пред-
ставляются модуляция активности нейронов аркуатного ядра в области стимуля-
ции, модуляция проведения потенциалов действия по аксонам, следующим из
области стимуляции в супрахиазматическое ядро, либо модулирующее влияние на
функциональное состояние синапсов, через которые к клеткам супрахиазматиче-
ского ядра передается информация с окончаний афферентных волокон нейронов
аркуатного ядра. Среди трех перечисленных возможностей наименее вероятным
представляется влияние инсулина на механизмы проведения потенциалов дей-
ствия по аксонам нейронов аркуатного ядра, во всяком случае в литературе отсут-
ствуют данные о непосредственном влиянии инсулина на механизмы проведения
спайков по аксонам в гипоталамусе. На отсутствие такого влияния инсулина кос-
венно указывают и данные двух экспериментов, выполненных в рамках настоящей
работы, в которых было зарегистрировано антидромное возбуждение нейронов су-
прахиазматического ядра. В этих экспериментах инсулин не оказал существенного
влияния на латентный период антидромного возбуждения, что свидетельствует об
отсутствии изменений параметров аксонного проведения потенциалов действия в
присутствии инсулина. Более вероятной выглядит возможность модулирующего
влияния инсулина на уровне инсулиновых и IGF-1 рецепторов нейронов аркуат-
ного ядра или постсинаптических структур супрахиазматического ядра. Ранее была
продемонстрирована экспрессия инсулиновых и IGF-1 рецепторов в нейронах ар-
куатного ядра [14, 15]; через посредство этих рецепторов инсулин передает инфор-
мацию о текущей потребности в пище и метаболическом статусе организма. Свя-
зывание инсулина с инсулиновыми и IGF-1 рецепторами, обладающими тирозин-
киназной активностью, вызывает активацию двух основных сигнальных путей:
PI3K/AKT и MAPK/ERK [45]. Нейроны супрахиазматического ядра также отлича-
ются высоким уровнем экспрессии рецепторов инсулина и IGF-1, через посред-
ство которых активируются PI3K/AKT и MAPK/ERK сигнальные пути [11, 12]. Ти-
розинкиназа β-субъединицы инсулиновых рецепторов нейронов супрахиазматиче-
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ского ядра может одновременно активироваться мелатонином (через МТ1/МТ2
рецепторы); это указывает на возможность взаимодействия мелатонина и инсули-
на на уровне данного ядра [11]. Результаты активации PI3K/AKT и MAPK/ERK
сигнальных путей более подробно изучены на примере нейронов аркуатного ядра,
где инсулин модулирует активность анорексигенных проопиомеланокортиновых
(POMK) нейронов и орексигенных нейронов аркуатного ядра, продуцирующих
агути-связанный пептид и нейропептид Y (AgRP/NPY) [21, 46–48]. На уровне
POMK нейронов аркуатного ядра инсулин может оказывать как ингибирующее ги-
перполяризующее влияние за счет активации АТФ-зависимых K+ каналов [49, 50],
так и возбуждающее деполяризующее влияние, опосредуемое активацией TRPC5
каналов [51]. Известно также, что инсулин способен активировать PIP3-киназу (но
не МАР-киназу) AgRP/NPY нейронов аркуатного ядра, что приводит к росту ам-
плитуды Са2+-активируемого калиевого тока высокой проводимости (ВК-ток), и, в
свою очередь, вызывает рост биоэлектрической активности данных клеток [52].
Транскриптомные исследования аркуатного ядра выявили гетерогенность распо-
ложенных здесь нейронов и позволили идентифицировать субпопуляции POMK и
AgRP клеток, демонстрирующие существенные различия в транскрипции при
изменениях энергетического статуса организма [53–55]. Такая неоднородность,
наряду с нейрохимическими и функциональными различиями между POMK и
AgRP клетками, могла вносить свой вклад в обнаруженное в настоящей работе
разнообразие реакций нейронов супрахиазматического ядра на стимуляцию ар-
куатного ядра.

Таким образом, результаты настоящей работы показывают, что эффекты инсу-
лина не сводятся к непосредственному влиянию на уровень активности и парамет-
ры спайкового кодирования информации нейронами супрахиазматического ядра.
Дополнительным механизмом влияния этого гормона на функциональное состоя-
ние циркадианного осциллятора является модуляция параметров афферентных
входов из области аркуатного ядра, благодаря чему инсулин может вовлекаться в
синхронизацию циркадианных биологических часов в соответствии с выраженно-
стью пищевой мотивации и уровнем метаболизма.
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The Effects of Insulin on Spike Activity of the Suprachiasmatic Nucleus Neurones 
and Functional State of Afferent Inputs from the Arcuate Nucleus in Rats

A. N. Inyushkina, *, K. A. Mistryugovb, O. V. Ledyaevaa, I. D. Romanovaa,
T. S. Isakovaa, and A. A. Inyushkina

a Samara National Research University, Samara, Russia
b Samara State Medical University, Samara, Russia

*e-mail: ainyushkin@mail.ru

In experiments on the sagittal hypothalamic slices of male Wistar rats, the effects of 15 nM
insulin on the level of spike activity, parameters of spike information coding by the su-
prachiasmatic nucleus neurones, and functional state of afferent inputs to the neurones
from the arcuate nucleus were studied. Application of insulin induced a decrease in the
frequency of action potential generation and an increase in the entropy of interspike in-
terval distribution in 33.3% of neurones recorded; in 12% of cells, the responses of oppo-
site direction were found; in the remaining 54.7% neurones, spike activity did not
change. The responses of the entropy of interspike interval distribution suggest the relat-
ed changes in a degree of interspike interval irregularity induced by insulin. To charac-
terise afferent inputs to the suprachiasmatic nucleus neurones from the arcuate nucleus,
electrophysiological technique of the construction and analysis of the peristimulus time
histogram (PSTH) was used. Statistically significant responses to the stimulation of the
arcuate nucleus were recorded in 24 of 38 neurones of the suprachiasmatic nucleus. In
6 of the neurones, the responses were in the form of a short-latency (<20 ms) excitation,
in 1 neurone in the form of a long-latency excitation, in 6 neurones in the form of a
short-latency inhibition; in 11 neurones complex two- or three-phase responses in the
form of different compositions of excitation and inhibition were observed. Application of
15 nM insulin induced a qualitative transformation of the responses (disappearing of the
initial responses or emergence of new responses) in 5 neurones initially responded to
stimulation, and in 1 neurone initially not responded to stimulation of the arcuate nucle-
us. Statistically significant changes in the latency or duration of the responses in the
presence of insulin were not found. The results of the study suggest the ability of insulin
to inf luence the activity level and the spike code of a respectively numerous population
of neurones in the suprachiasmatic nucleus circadian oscillator as well as modulate the
functional state of afferent inputs to the circadian oscillator from hypothalamic arcuate
nucleus playing an important role in the control of appetite and metabolism.

Keywords: hypothalamus, circadian oscillator, suprachiasmatic nucleus, arcuate nucleus,
insulin, spike activity, peristimulus time histogram
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