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В одном из важнейших нефотических механизмов синхронизации циркадианных 
биологических часов супрахиазматического ядра гипоталамуса с внешним геофи-
зическим 24-часовым ритмом используется информация о режиме питания, соста-
ве и калорийности пищи. В рамках данного механизма потенциальным носителем 
сигнала является гормон грелин – продукт нейроэндокринных париетальных клеток 
слизистой оболочки желудка. В экспериментах на сагиттальных срезах гипоталаму-
са крыс-самцов Вистар изучали влияние 25 нМ грелина на уровень спайковой актив-
ности и параметры спайкового кодирования информации нейронами супрахиазмати-
ческого ядра. Аппликации грелина приводили к росту частоты спайков и снижению 
энтропии распределения межспайковых интервалов у 32.1% зарегистрированных 
нейронов. У 29.6% клеток наблюдались реакции противоположной направленно-
сти, в виде снижения активности и роста энтропии распределения межспайковых 
интервалов. Показатели спайковой активности остальных 38.3% нейронов супрахи-
азматического ядра не изменялись. Наблюдавшиеся изменения энтропии распреде-
ления межспайковых интервалов свидетельствуют о соответствующих изменениях 
степени нерегулярности межспайковых интервалов под влиянием грелина. Аппли-
кация селективного высокоаффинного антагониста GHS-R1a рецептора JMV 2959 
(100 нМ) не приводила к изменениям исследуемых параметров спайковой активно-
сти, однако она полностью предотвращала изменения частоты спайков и энтропии 
распределения межспайковых интервалов, возникавшие в присутствии грелина. 
Полученные данные показывают, что гормон грелин при непосредственном воз-
действии на супрахиазматическое ядро in vitro оказывает модулирующее влияние 
на уровень активности и спайковый код относительно многочисленной популяции 
нейронов этого ядра, причем обнаруженные эффекты грелина реализуются через 
GHS-R1a рецепторы. Результаты настоящего исследования служат дополнительным 
аргументом в пользу гипотезы об участии грелина в механизмах нефотической на-
стройки циркадианных биологических часов в соответствии с выраженностью пи-
щевой мотивации и уровнем метаболизма.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время общепринятым является положение о том, что все разнообра-
зие циркадианных ритмов регулируется биологическими часами супрахиазматическо-
го ядра гипоталамуса [1, 2]. Период эндогенного циркадианного ритма осциллятора 
супрахиазматического ядра обычно не соответствует 24-часовой продолжительности 
суток, в связи с чем нуждается в синхронизации с геофизическим суточным ритмом 
окружающего мира. Наряду с основным, фотическим механизмом синхронизации, 
основанным на афферентации от фоточувствительных ганглиозных клеток сетчатки 
[3], в циркадианной системе млекопитающих существуют и другие, нефотические 
механизмы синхронизации биологических часов. В рамках одного из них роль син-
хронизирующего сигнала выполняет информация о режиме питания, составе и кало-
рийности пищи. При этом циркадианные часы регулируют суточный паттерн обмена 
питательных веществ и энергии, а метаболические и гормональные регуляторы явля-
ются носителями синхронизирующего сигнала обратной связи [4, 5].

Одним из биохимических регуляторов, потенциально способных принимать учас-
тие в синхронизации циркадианного осциллятора супрахиазматического ядра в соот-
ветствии с пищевой мотивацией и уровнем метаболизма, является орексигенный гор-
мон грелин. Основным местом продукции этого гормона являются нейроэндокринные 
париетальные клетки слизистой оболочки желудка, при этом продукция грелина растет 
при голодании и снижается после приема пищи [6]. В исследовании, выполненном на 
голодающих добровольцах, продемонстрировано, что суточный паттерн периодов ро-
ста концентрации грелина в плазме крови соответствует времени приема пищи в дни, 
предшествующие голоданию, при этом не было обнаружено корреляции концентрации 
грелина с глюкозой, инсулином и гормоном роста [7].

Из системного кровотока грелин способен проникать сквозь гематоэнцефаличе-
ский барьер и непосредственно действовать на структуры гипоталамуса, при этом 
важную роль в транспорте грелина приписывают фенестрированным капиллярам, 
обеспечивающим возможность его воздействия на данный отдел мозга [8]. Моду-
ляция грелином центральных механизмов регуляции аппетита продемонстрирована 
в исследовании на крысах, где введение экзогенного грелина в латеральный желу-
дочек мозга стимулировало потребление пищи дозозависимым образом [9]. Кроме 
этого, получены свидетельства существования центральной продукции грелина ней-
ронами ряда ядер гипоталамуса, в частности, аркуатного, паравентрикулярного, дор-
сомедиального, вентромедиального ядра; менее значительный уровень продукции 
грелина обнаружен в супрахиазматическом ядре и в ряде экстрагипоталамических 
структур [10, 11].

Эффекты грелина реализуются через рецепторы секретагога гормона роста GHS-
R1a, относящиеся к семейству рецепторов, сопряженных с G-протеинами [12, 13]. 
В мозге наивысшая концентрация мРНК GHS-R1a рецепторов обнаружена в нейро-
нах супрахиазматического, аркуатного, вентромедиального, паравентрикулярного 
и других ядер гипоталамуса [14–16]. Присутствие в данном списке супрахиазма-
тического ядра указывает на возможность непосредственного влияния грелина на 
функцию циркадианных часов. Такая возможность подтверждена исследованием на 
трансгенных мышах с нокаутом грелиновых рецепторов, у которых обнаружены на-
рушения циркадианных ритмов локомоторной активности и питания [17]. Перифери-
ческое введение грелиномиметика GHRP-6 приводило к уменьшению фазового запа-
здывания циркадианного ритма, вызванного световым воздействием в ZT 13 на 45% 
[18], что косвенно подтверждает существование модулирующего влияния на цирка-
дианные часы со стороны грелинергической системы. В электрофизиологической 
работе, выполненной на срезах гипоталамуса мышей, было продемонстрировано, 
что непосредственное воздействие грелина на супрахиазматическое ядро в середине 
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проецированного светлого времени суток (ZT 6) приводит к 3-часовому опережаю-
щему сдвигу циркадианного ритма частоты спайков и ритма экспрессии комплекса 
mPER2:: LUC [19]. Вместе с тем в данной работе не содержится сведений о влиянии 
грелина на частоту потенциалов действия и параметры спайкового кодирования ин-
формации, существенно дополняющие характеристику биоэлектрической активно-
сти нейронов [20]. Особое внимание к спайковому кодированию информации ней-
ронами супрахиазматического ядра обусловлено тем, что в исследовании на крысах 
in vivo [21] было продемонстрировано существование в нейронах циркадианного 
осциллятора суточного ритма параметров спайкового кода. До сих пор возможное 
влияние гормона грелина на спайковую активность и спайковый код нейронов цир-
кадианного осциллятора оставалось неизученным. При этом известно о способности 
других гормонов и нейропептидов, участвующих в формировании пищевой мотива-
ции, в частности, лептина, нейропептида Y, орексина модулировать параметры спай-
ковой активности клеток супрахиазматического ядра [22–24].

В настоящей работе, выполненной на срезах гипоталамуса крыс, изучены особен-
ности влияния грелина на спайковую активность и параметры спайкового кода ней-
ронов супрахиазматического ядра и установлено, что эффекты грелина реализуются 
через рецепторы секретагога гормона роста GHS-R1a.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на 37 крысах-самцах Вистар массой тела 80–140 г. Кры-
сы содержались в виварии при режиме освещения в виде регулярной смены 12-часо-
вых светлых и тёмных периодов и имели свободный доступ к воде и пище.

В начале эксперимента животных наркотизировали уретаном (Sigma-Aldrich, США, 
1.2 г/кг массы тела внутрибрюшинно) и декапитировали. Из полости черепа быстро 
извлекали головной мозг и охлаждали в искусственной цереброспинальной жидко-
сти (иЦСЖ) при температуре 1–3 °C. С помощью вибратома (NVSL, World Precision 
Instruments, США) готовили сагиттальные срезы гипоталамуса толщиной 300 мкм, 
включавшие супрахиазматическое ядро. Состав иЦСЖ был следующим (мМ): 124 
NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1,5 CaCl2, 1 MgSO4, 0,5 NaH2PO4, 10 глюкозы. Приготовленные 
срезы инкубировали в насыщенной карбогеном (95% О2 и 5% СО2) иЦСЖ по меньшей 
мере в течение часа при температуре 37 °C до начала регистрации. Регистрацию актив-
ности нейронов в срезах производили в камере из органического стекла при темпера-
туре 27–30 °C. Ложе для срезов, выполненное из полиэтиленовой сетки, находилось 
приблизительно на 0.5 см выше дна камеры, что позволяло перфузионному раствору 
равномерно омывать обе поверхности среза. В камере срезы фиксировали с помощью 
5 параллельных 20 мкм нейлоновых нитей, натянутых на плоскую П-образную рамку 
из нержавеющей стали. Во время регистрации срезы перфузировали иЦСЖ, насыщен-
ной карбогеном, с постоянной скоростью 1.5 мл/мин с помощью перистальтической 
помпы (Minipuls 3, Gilson, Франция).

Спайковую активность нейронов супрахиазматического ядра регистрировали вне-
клеточно с помощью стеклянных микроэлектродов с диаметром кончика около 1 мкм, 
заполненных иЦСЖ того же состава. Сигнал от микроэлектрода усиливали (Dagan 
2400A, США), устраняли шум частотой 50 Гц (Hum Bug; Quest Scientific, Канада), от-
цифровывали (Micro 1401, CED, Великобритания) и подавали на персональный ком-
пьютер. Для визуализации, хранения и первичной обработки данных использовался 
программный пакет Spike 2 (CED, Великобритания).

В первой серии экспериментов регистрировали изменения параметров спайко-
вой активности нейронов супрахиазматичского ядра (n = 81) на аппликации 25 нМ 
грелина (Merck) в перфузионный раствор. Концентрацию грелина выбирали на ос-
новании данных литературы о значении ЕС50 при взаимодействии данного вещества 
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со специфическими рецепторами GHS-R1a [25]. Регистрацию активности нейронов 
производили в светлое время суток (в период с ZT 4 до ZT 12; где ZT 0 соответству-
ет моменту включения освещения в виварии). После появления спайковой активно-
сти нейрона в исходном состоянии, в течение 10 мин наблюдали за стабильностью 
частоты потенциалов действия. При отсутствии заметной тенденции к нарушению 
постоянства этого показателя перфузию меняли на раствор того же состава с добав-
лением грелина на 10 мин, а затем возвращались к исходному раствору на 15 мин 
для «отмывания» среза от исследуемого вещества. С целью исключения возможной 
десенситизации, к каждому срезу всегда производили однократную аппликацию гре-
лина.

Для оценки эффектов грелина сравнивали значение параметров спайковой активно-
сти в течение двух пятиминутных интервалов времени: в исходном состоянии (непо-
средственно перед аппликацией), и в конце периода аппликации. Нейронами, реагиру-
ющими на воздействие, считались лишь те, у которых частота спайков изменялась под 
влиянием грелина не менее, чем на 20% от исходной [22]. Для определения степени 
восстановления спайковой активности анализировали ее параметры в течение заклю-
чительного пятиминутного периода «отмывания» среза и сравнивали с исходной ак-
тивностью.

Экспериментальный протокол второй серии опытов, выполненной на 22 нейронах 
супрахиазматического ядра, отличался тем, что после первоначальной 10-минутной 
регистрации активности нейрона в исходном состоянии производили 20-минутную ап-
пликацию в перфузионный раствор 100 нМ JMV 2959 (Merck) – антагониста рецептора 
секретагога гормона роста GHS-R1a. При выборе концентрации антагониста опира-
лись на данные об IC50 [13]. Через 10 мин после начала действия антагониста в пер-
фузионный раствор дополнительно апплицировали 25 нМ грелина на 10 мин, так что 
в течение этого периода грелин и антагонист действовали одновременно. После этого 
возвращались к перфузии иЦСЖ на 15 мин в попытке «отмывания» среза от исследу-
емых веществ.

Первичную обработку зарегистрированных нейронограмм производили с помо-
щью компьютерной программы LabSpike [26]. Использование программы позволяло 
тщательно выделить все зарегистрированные спайки из шума и артефактов, а также 
убедиться, что источником всех зарегистрированных спайков является один и тот же 
нейрон. После этого рассчитывали значение параметров спайковой активности. При 
этом наряду с расчётом основного «традиционного» параметра электрической актив-
ности – частоты спайков (Гц), вычисляли два параметра, характеризующих спайковое 
кодирование информации: энтропию распределения межспайковых интервалов (бит), 
отражающую степень нерегулярности продолжительности последних, и обоюдную 
информацию между сопряжёнными межспайковыми интервалами (бит), являющуюся 
показателем паттернирования спайковой информации. Методика расчета параметров 
спайковой активности была подробно описана ранее [21, 24, 26, 27].

Полученные данные подвергали статистической обработке. Для сравнения зна-
чений исследуемых показателей в исходном состоянии, в период действия веществ 
и заключительного «отмывания» среза использовали тест ANOVA с апостериорным 
тестом Стьюдента-Ньюмена-Кейлса. Сравнение значений параметров спайковой ак-
тивности у нейронов разных групп выполняли с использованием теста Манна-Уитни 
(распределение данных в выборках отличалось от нормального). Нормальность рас-
пределения данных проверяли с помощью теста Шапиро-Уилка, однородность диспер-
сий – с помощью теста Левена. Статистические данные о параметрах спайковой ак-
тивности, соответствующие нормальному распределению, представлены как средние 
арифметические ± стандартные ошибки среднего (M ± SEM), в остальных случаях – 
как медиана и квартили: Me (Q1; Q2). Изменения исследуемых параметров считались 
статистически значимыми при р < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реакции параметров спайковой активности на воздействие грелина изучены на 81 
нейроне супрахиазматического ядра. В исходном состоянии частота потенциалов дей-
ствия для всей группы нейронов равнялась 1.08 (0.45; 3.13) Гц, энтропия распределе-
ния межспайковых интервалов была равна 6.79 ± 0.12 бит, а обоюдная информация 
между сопряжёнными межспайковыми интервалами составляла 0.008 (0.000; 0.155) 
бит.

Аппликации 25 нМ грелина в перфузионный раствор вызвали изменение частоты 
потенциалов действия у 50 из 81 протестированного нейрона, что составило 61.7%. 
При этом у 26 нейронов (32.1%) реакции на воздействие грелина характеризовались 
ростом частоты спайков. Пример реакции на аппликацию грелина в виде повыше-
ния спайковой активности показан на рис. 1a. В этой группе нейронов ранговый тест 
ANOVA показал значимый рост частоты спайковой активности (р < 0.001), а апостери-
орный тест Стьюдента-Ньюмена-Кейлса выявил различия между значениями данного 
показателя, равнявшимися 0.66 (0.22; 1.19) Гц в исходном состоянии и 1.47 (0.45; 4.11) 
Гц (p < 0.001) на фоне действия грелина. Характерной особенностью реакций этих 
нейронов на аппликацию грелина было снижение энтропии распределения межспай-
ковых интервалов (р < 0.001: ранговый тест ANOVA). Апостериорный тест Стьюден-
та-Ньюмена-Кейлса выявил различия между значениями энтропии, которая в исход-
ном состоянии составила 7.565 (7.036; 7.772) бит, а в период действия грелина – 6.867 
(6.388; 7.489) бит (p < 0.01). После «отмывания» среза иЦСЖ значение энтропии рас-
пределения межспайковых интервалов равнялось 6.977 (6.613; 7.489) бит и все еще 
не отличалось от исходного (p < 0.05), что указывает на неполное восстановление не-
регулярности спайковой активности. Статистически значимых изменений обоюдной 
информации между сопряжёнными межспайковыми интервалами у нейронов этой 
группы обнаружено не было: (р > 0.05: ранговый тест ANOVA). Данные об изменениях 
параметров спайковой активности нейронов, отвечавших на воздействие грелина ро-
стом частоты потенциалов действия (n = 26), представлены на рис. 2a.

Реакции нейронов противоположной направленности, в виде снижения биоэ-
лектрической активности (р < 0.001: ранговый тест ANOVA) под действием 25 нМ 
грелина, зарегистрированы в 24 случаях из 81 (29.6%). Пример такой реакции пред-
ставлен на рис. 1b. В исходном состоянии частота потенциалов действия и обоюдная 
информация между сопряжёнными межспайковыми интервалами у нейронов данной 
группы не имела статистически значимых различий с нейронами, показавшими рост 
активности под влиянием грелина (р > 0.05: тест Манна-Уитни). Однако, значение эн-
тропии распределения межспайковых интервалов оказалось выше в группе нейронов, 
реагировавших на воздействие грелина ростом активности – 7.565 (7.036; 7.772) бит, 
по сравнению с нейронами, активность которых под влиянием грелина снижалась – 
7.026 (6.564; 7.580) бит (р < 0.05: тест Манна-Уитни). Апостериорный тест Стьюден-
та-Ньюмена-Кейлса выявил снижение медианы частоты спайков у нейронов данной 
группы (n = 24) c 0.88 (0.30; 2.79) Гц в исходном состоянии до 0.43 (0.15; 1.76) Гц 
в присутствии грелина (р < 0.001). Одновременно со снижением уровня спайковой ак-
тивности у этих нейронов при воздействии грелина наблюдалось повышение энтропии 
распределения межспайковых интервалов. Тест ANOVA показал значимый рост дан-
ного показателя (р < 0.05), а апостериорный тест Стьюдента-Ньюмена-Кейлса выявил 
различия между значениями энтропии в исходном состоянии (7.041 ± 0.137 бит) и на 
фоне действия грелина (7.286 ± 0.144 бит, p < 0.05). Изменений обоюдной информации 
между сопряжёнными межспайковыми интервалами обнаружено не было (р > 0.05: 
ранговый тест ANOVA). На рис. 2b представлены статистические данные об измене-
ниях параметров спайковой активности в группе нейронов, отвечавших на воздействие 
грелина снижением частоты потенциалов действия (n = 24).
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Рис. 1. Примеры реакций нейронов супрахиазматического ядра на аппликацию 25 нМ грелина в виде ро-
ста спайковой активности (a), снижения спайковой активности (b) и отсутствия существенных изменений 
активности (c). Для всех нейронов в верхней части рисунка представлены гистограммы с данными об из-
менениях уровня спайковой активности клеток по ходу эксперимента. Период аппликации грелина показан 
горизонтальным отрезком над гистограммой. По оси абсцисс – время в секундах (момент начала аппликации 
соответствует 0), по оси ординат – частота спайков (Гц). Горизонтальным отрезкам под гистограммой (i, ii) 
соответствуют 100-секундные интервалы записи спайковой активности нейронов, представленные под ги-
стограммой: (i) – непосредственно перед воздействием, (ii) – в конце аппликации грелина.
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Остальные нейроны (31 из 81; 38.3%) не изменяли уровень спайковой активности 
в присутствии грелина (р > 0.05: ранговый тест ANOVA). В данной группе нейронов по 
ходу эксперимента также не выявлялось изменений энтропии распределения межспай-
ковых интервалов и обоюдной информации между сопряжёнными межспайковыми 
интервалами (р > 0.05: ранговый тест ANOVA). Пример отсутствия реакции на воздей-
ствие 25 нМ грелина представлен на рис. 1c. Анализ реакций на воздействие грелина 
всех протестированных нейронов как единой группы (n = 81) также не выявил стати-
стически значимых изменений частоты спайков, энтропии распределения межспайко-
вых интервалов и обоюдной информации между сопряжёнными межспайковыми ин-
тервалами (р > 0.05: ранговый тест ANOVA), что подтверждает разнонаправленность 
реакций отдельных категорий нейронов внутри общей группы. Статистические дан-
ные о параметрах спайковой активности всех протестированных нейронов супрахиаз-
матического ядра как единой группы по ходу эксперимента представлены на рис. 2c.

Рис. 2. Статистические данные о влиянии 25 нМ грелина на среднюю частоту потенциалов действия, Гц 
(левые диаграммы), энтропию распределения межспайковых интервалов, бит (средние диаграммы) и обоюд-
ную информацию между сопряжёнными межспайковыми интервалами, бит (правые диаграммы) нейронов 
супрахиазматического ядра. (a) Нейроны, активность которых повышалась под влиянием грелина (n = 26). 
(b) Нейроны, активность которых снижалась под влиянием грелина (n = 24). (c) Вся совокупность зареги-
стрированных нейронов (n = 81). Обозначения под диаграммами: Before – исходное состояние; Ghrelin – на 
фоне действия грелина; Washout – после «отмывания» среза иЦСЖ. Звёздочками отмечены статистически 
значимые различия с исходным состоянием: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Поскольку активность грелина реализуется через GHS-R1a. рецепторы [25], в от-
дельной серии экспериментов на 22 нейронах супрахиазматического ядра изучены эф-
фекты селективного антагониста этих рецепторов JMV 2959. Установлено, что аппли-
кация данного антагониста в концентрации 100 нМ сама по себе не оказывает влияния 
на параметры спайковой активности нейронов, однако она эффективно предотвраща-
ет влияние 25 нМ грелина. Пример экспериментальной записи, представленный на 
рис. 3a, показывает отсутствие существенных изменений спайковой активности как 
в период действия антагониста, так и в период воздействия грелина на фоне JMV 2959. 
В данной серии экспериментов лишь в одном из 22 случаев (4.5%) зарегистрирован 
рост частоты спайков выше порогового уровня, принятого в настоящем исследовании 
(> 20%) под влиянием грелина на фоне антагониста GHS-R1a рецепторов, что значимо 
меньше (р < 0.05: z-тест), чем в первой серии экспериментов (26 из 81 нейрона). Ран-
говый тест ANOVA не выявил существенных изменений частоты спайков, энтропии 
распределения межспайковых интервалов и обоюдной информации между сопряжён-
ными межспайковыми интервалами по ходу эксперимента с использованием грелина 
на фоне антагониста GHS-R1a рецепторов (р > 0.05: ранговый тест ANOVA, n = 22). 
Статистические данные о значениях параметров спайковой активности на всех после-
довательных стадиях эксперимента представлены на рис. 3b. Таким образом, получен-
ные результаты свидетельствуют о том, что влияние грелина на спайковую активность 
нейронов супрахиазматического ядра реализуется через GHS-R1a рецепторы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Синхронизация циркадианного осциллятора млекопитающих, расположенного 
в супрахиазматическом ядре, с 24-часовым ритмом окружающего мира осуществля-
ется с участием совокупности времязадателей. Главным среди них является суточ-
ный ритм естественного освещения, действующий в рамках фотического механизма 
настройки биологических часов [3]. Наряду с данным механизмом, в циркадианной 
системе существуют также нефотические механизмы синхронизации циркадианных 
часов. В частности, важную роль в нефотической настройке биологических часов иг-
рают времязадатели, связанные с пищей, такие как суточный режим питания, состав 
и калорийность пищи, а также метаболические и гормональные сигналы, являющие-
ся носителями информации о метаболическом статусе и уровне питательных веществ 
[28–30]. Однако физиологический механизм пищевой синхронизации циркадианной 
системы остается недостаточно изученным [31]. Ранее популярная гипотеза о сущест-
вовании осциллятора, настраиваемого пищей (“food entrainable oscillator”, FEO) и неза-
висимого от циркадианных часов супрахиазматического ядра [32], не нашла достаточ-
ных экспериментальных подтверждений, поскольку локализацию такого осциллятора 
установить не удалось, и само существование его осталось недоказанным.

В качестве потенциального времязадателя циркадианной системы, являющего-
ся носителем сигнала о пищевой мотивации и уровне метаболизма, рассматривается 
орексигенный гормон грелин. Главным местом продукции этого гормона являются 
нейроэндокринные клетки слизистой оболочки желудка, выработка грелина в которых 
растет при голодании и снижается после приема пищи [6]. Важно заметить, что су-
точный паттерн периодов роста концентрации грелина в плазме крови голодного че-
ловека соответствует времени приема пищи в дни, предшествующие голоданию [7]. 
При этом корреляции концентрации грелина с глюкозой, инсулином и гормоном роста 
обнаружено не было. Суточный ритм концентрации грелина в плазме крови крыс ха-
рактеризуется пиком в дневное время (около ZT 5) и снижением в ночное время [33]. 
В промоторе гена грелина описаны многочисленные элементы E-box, известные как 
мишени для протеинов циркадианных часов [34], что предполагает их участие в регу-
ляции суточного ритма продукции грелина. У трансгенных мышей с нокаутом грели-
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новых рецепторов имеются характерные нарушения циркадианных ритмов локомотор-
ной активности и питания [17], что указывает на непосредственное участие грелина 
в функции биологических часов. Это предположение подтвердилось в исследовании 
с периферическим введением грелиномиметика GHRP-6, которое привело к уменьше-
нию фазового запаздывания циркадианного ритма, вызванного световым воздействи-
ем в ZT 13 на 45% [18]. Результаты анализа суточного паттерна локомоторной актив-
ности, потребления пищи, продукции грелина и экспрессии часовых генов в клетках 

Рис. 3. Селективный антагонист GHS-R1a рецепторов JMV 2959 не оказывал влияния на спайковую актив-
ность нейронов супрахиазматического ядра, но предотвращал эффекты 25 нМ грелина. (a) Пример реакции 
нейрона на аппликацию антагониста и последующую аппликацию грелина. В верхней части рисунка пред-
ставлена гистограмма с данными о частоте спайков нейрона по ходу эксперимента. Периоды аппликации 
антагониста и грелина показаны горизонтальными отрезками над гистограммой. По оси абсцисс – время 
в секундах (момент начала аппликации соответствует 0), по оси ординат – частота спайков (Гц). Горизон-
тальным отрезкам под гистограммой (i, ii, iii) соответствуют 100-секундные интервалы записи спайковой 
активности нейронов, представленные под гистограммой: (i) – непосредственно перед воздействием, (ii) 
– в конце аппликации антагониста, (iii) – в конце аппликации грелина на фоне действия антагониста. (b) 
Статистические данные о влиянии 100 нМ JMV 2959 и 25 нМ грелина на фоне действия антагониста на 
среднюю частоту потенциалов действия, Гц (левая диаграмма), энтропию распределения межспайковых 
интервалов, бит (средняя диаграмма) и обоюдную информацию между сопряжёнными межспайковыми ин-
тервалами, бит (правая диаграмма) нейронов (n = 22). Обозначения под диаграммами: Before – исходное 
состояние; JMV 2959 – на фоне действия антагониста; JMV 2959 + Ghrelin – на фоне совместного действия 
антагониста и грелина; Washout – после «отмывания» среза иЦСЖ.
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слизистой желудка мышей [35] позволили предположить, что эти клетки могут играть 
роль периферического осциллятора, настраиваемого пищей (FEO). Вместе с тем, вли-
яние грелина на спайковую активность нейронов супрахиазматического ядра до сих 
пор оставалось практически неизученным. В единственной доступной публикации на 
эту тему, выполненной по итогам работы на срезах гипоталамуса мышей, было проде-
монстрировано, что непосредственное воздействие грелина на супрахиазматическое 
ядро в середине проецированного светлого времени суток (ZT 6) приводит к 3-часово-
му опережающему сдвигу циркадианного ритма частоты спайков и ритма экспрессии 
комплекса mPER2:: LUC [19].

В настоящем электрофизиологическом исследовании изучалось влияние грелина 
на уровень спайковой активности и параметры спайкового кодирования информации 
нейронами супрахиазматического ядра крыс in vitro. При этом кроме частоты потен-
циалов действия рассчитывались энтропия распределения межспайковых интервалов 
и обоюдная информация между сопряжёнными межспайковыми интервалами, что 
позволило выполнить количественную оценку реакций нейронного кода на воздей-
ствие грелина. Аппликация грелина оказывала влияние на частоту спайков у 61.7% 
нейронов супрахиазматического ядра. Учитывая тот факт, что эффекты грелина про-
являлись в экспериментах на переживающих срезах гипоталамуса, есть все основания 
полагать, что действие этого вещества осуществлялось через клетки супрахиазмати-
ческого ядра и не зависело от его влияния на афферентные входы из экстрагипотала-
мических структур. Полученные данные, по всей видимости, отражают значительную 
в количественном отношении долю нейронов супрахиазматического ядра, осуществ-
ляющих экспрессию рецепторов, способных взаимодействовать с грелином. Такими 
рецепторами являются рецепторы секретагога гормона роста GHS-R1a [12, 13], при 
этом супрахиазматическое ядро отличается высокой интенсивностью экспрессии этих 
рецепторов [14–16]. Реакции частоты спайков у нейронов супрахиазматического ядра 
на воздействие грелина оказались разнонаправленными: в 32.1% случаев наблюдался 
рост этого показателя, в 29.6% было зарегистрировано его снижение. Стоит заметить, 
что разнонаправленные реакции спайковой активности нейронов супрахиазматическо-
го ядра зарегистрированы и при воздействии другого орексигенного пептида орексина 
А [22], с той разницей, что в последнем случае рост активности наблюдался в 31%, а ее 
снижение – в 48% случаев. Похожая разнонаправленность реакций спайковой актив-
ности наблюдалась и при воздействии грелина на нейроны соседнего аркуатного ядра 
гипоталамуса. В этом случае разнонаправленность реакций определялась нейрохими-
ческим фенотипом нейронов, подвергавшихся воздействию грелина. В частности, под 
влиянием грелина возрастала спайковая активность нейронов, экспрессирующих ней-
ропептид Y, транспортер дофамина (DAT) и агути-родственный пептид (AgRP), тогда 
как активность нейронов, продуцирующих проопиомеланокортин (POMC), снижалась 
[10, 36]. Супрахиазматическое ядро является в высшей степени нейрохимически ге-
терогенной структурой [37, 38], что может быть причиной разнообразия реакций на 
воздействие грелина. Другое возможное объяснение данного феномена связано с су-
ществованием в супрахиазматическом ядре локальной ГАМКергической нейронной 
сети, в состав которой входят практически все нейроны этого ядра [39, 40]. Если дейст-
вие грелина будет осуществляться через тормозный ГАМКергический пресинаптиче-
ский нейрон, характер реакции регистрируемого постсинаптического нейрона может 
меняться на противоположный. Стоит особо заметить, что эффекты ГАМК на уровне 
нейронов супрахиазматического ядра не всегда тормозные, наряду с ними здесь опи-
сано и возбуждающее влияние ГАМК [41, 42]. Наконец, различия в реакциях нейронов 
супрахиазматического ядра на воздействие грелина могут объясняться включением 
в реакцию различных каскадов внутриклеточных посредников. Взаимодействие гре-
лина с GHS-R1a рецепторами вызывает стимуляцию сигнального пути фосфолипазы 
С, приводящую к образованию инозитолфосфата и активации протеинкиназы С, что 
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в свою очередь инициирует высвобождение ионов Ca2+ из внутриклеточного депо [43]. 
Одновременно активация GHS-R1a рецепторов ингибирует ионные каналы K+, что 
способствует входу внеклеточных ионов Ca2+ через потенциал-зависимые L-каналы. 
Рост концентрации ионов Ca2+ в клетке вызывает коактивацию CaMKK2 (кальций/
кальмодулин-зависимой протеинкиназы II) и р53-Sirt1, что приводит к последующему 
фосфорилированию AMPK (АМФ-киназы) и к реализации эффектов грелина [44].

Поскольку информация между нейронами ЦНС передается с помощью спайкового 
кода [45], в настоящей работе для оценки эффектов грелина на уровне супрахиазматиче-
ского ядра кроме частоты потенциалов действия использованы параметры кодирования 
информации, позволяющие более полно охарактеризовать реакции спайковой активно-
сти клеток. Установлено, что одновременно с изменением уровня активности нейронов 
под влиянием грелина происходят противоположные по направленности реакции энтро-
пии распределения межспайковых интервалов. В группе из 26 нейронов, ответивших на 
воздействие грелина ростом частоты спайковой активности, наблюдалось снижение эн-
тропии, тогда как у 24 нейронов, активность которых в присутствии грелина снижалась, 
энтропия повышалась. Поскольку энтропия распределения межспайковых интервалов 
не зависит от частоты спайков, изменения этого параметра, характеризующего степень 
нерегулярности потенциалов действия, представляют отдельный интерес [21]. Энтропия 
является параметром, особенно подходящим для характеристики спайкового кода нейро-
нов супрахиазматического ядра, поскольку среди них часто встречаются клетки с бимо-
дальным и полимодальным распределением межспайковых интервалов [46]. В отличие 
от других часто используемых параметров вариабельности (например, коэффициента ва-
риации, стандартного отклонения), энтропия является величиной, зависящей от формы 
и модальности распределения межспайковых интервалов, а также от их дисперсии [27]. 
Таким образом, важное преимущество использования энтропии заключается в учете всех 
аспектов вариабельности. В то же время грелин не оказывал влияния на обоюдную ин-
формацию между сопряжёнными межспайковыми интервалами. Такой характер реакций 
свидетельствует о том, что при воздействии грелина у нейронов супрахиазматического 
ядра наблюдались изменения нерегулярности потенциалов действия без существенных 
изменений степени паттернирования спайковой информации в нейронном коде. В целом 
полученные данные свидетельствуют о том, что грелин при непосредственном воздейст-
вии способен модулировать уровень активности и оказывать влияние на спайковый код 
относительно многочисленной популяции нейронов циркадианного осциллятора супра-
хиазматического ядра.

Одной из задач исследования была экспериментальная проверка положения о том, что 
эффекты грелина на уровне нейронов супрахиазматического ядра реализуются через GHS-
R1a рецепторы. В настоящей работе использовали селективный высокоаффинный антаго-
нист GHS-R1a рецептора JMV 2959 [13]. Аппликация данного антагониста не приводила 
к реакциям исследуемых параметров спайковой активности, однако она полностью предо-
твращала изменения частоты спайков и энтропии распределения межспайковых интерва-
лов, возникавшие в присутствии грелина. Эти данные свидетельствуют о том, что влияние 
грелина на параметры спайковой активности и спайкового кода нейронов супрахиазма-
тического ядра реализуются через GHS-R1a рецепторы. Исследований влияния блокады 
GHS-R1a рецепторов на спайковую активность нейронов супрахиазматического ядра ра-
нее не проводилось, однако полученные в нашей работе результаты аналогичны данным 
электрофизиологического исследования in vitro Salome с соавт. [47], выполненного на ней-
ронах соседнего аркуатного ядра, в котором аппликация JMV 2959 не влияла на спайковую 
активность клеток, однако полностью предотвращала эффекты 50 нМ грелина.

В целом результаты настоящего исследования показывают, что гормон грелин при 
непосредственном воздействии на супрахиазматическое ядро in vitro оказывает мо-
дулирующее влияние на уровень активности и спайковый код относительно много-
численной популяции нейронов этого ядра. Эти эффекты грелина реализуются через 
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GHS-R1a рецепторы. Полученные данные указывают на участие грелина в механизмах 
нефотической настройки циркадианных биологических часов в соответствии с выра-
женностью пищевой мотивации и уровнем метаболизма.
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The Effects of Ghrelin on Spike Activity of the Suprachiasmatic Nucleus Neurones of the Rat
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In one of the most important non-photic mechanisms of the circadian biological clock 
synchronization with environmental geophysical 24 h rhythm, information on feeding 
schedule, composition and calorie content of food is used. Hormone ghrelin, a product 
of the neuroendocrine oxyntic cells of the gastric mucosa to be a signal molecule within 
this mechanism. In experiments on sagittal hypothalamic slices of male Wistar rats, the ef-
fects of 25 nM ghrelin on spike activity and parameters of spike information coding were 
investigated. Application of ghrelin induced an increase in spike frequency and a decrease 
in entropy of interspike interval distribution in 32.1% of the neurones recorded. In 29.6% 
of the cells, opposite responses in the form of a reduction of activity and an increase in 
the entropy of interspike interval distribution were observed. Parameters of spike activity 
of the reminder 38.3% neurones of the suprachiasmatic nucleus did not change. The ob-
served responses of the entropy of interspike interval distribution indicate the appropriate 
changes in a degree of irregularity of interspike interval induced by ghrelin. Application 
of selective high-affinity antagonist of GHS-R1a receptor, JMV 2959 (100 nM) did not 
induce responses of the investigated parameters of spike activity but completely prevented 
changes of both, spike frequency and entropy of interspike interval distribution observed 
in the presence of ghrelin. The obtained data show that hormone ghrelin by a direct influ-
ence on the suprachiasmatic nucleus in vitro modulates the activity level and spike code of 
relatively numerous population of neurones of the nucleus, wherein the effects of ghrelin 
are implemented via GHS-R1a receptors. The results of the current study provide addi-
tional evidence in favour of the hypothesis on the involvement of ghrelin in mechanisms 
of non-photic entrainment of the circadian biological clock in accordance with severity of 
food motivation and level of metabolism.
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