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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования 

Сигнальная система инсулинового рецептора (ИР) широко распространена 

в мозге, где имеет некоторые отличия от классических инсулин-чувствительных 

тканей, таких как печень, мышцы, сердце и жировая ткань. Нейроны мозга экс-

прессируют исключительно короткую изоформу А рецептора, которая активиру-

ется как инсулином, так и инсулиноподобным фактором роста 2 (IGF2), в физио-

логически релевантном диапазоне их концентраций, в отличие от перифериче-

ских тканей взрослых млекопитающих, где преимущественно распространена 

изоформа В, активируемая только инсулином. Инсулиновая сигнализация  повы-

шает утилизацию глюкозы в активно работающем мозге, а также регулирует мно-

жество процессов, таких как взрослый нейрогенез, рост аксонов и дендритов, си-

наптогенез, долговременную потенциацию возбуждающей нейротрансмиссии и 

ряд высших функций, таких как формирование памяти и регуляция пищевого по-

ведения.  

Нарушение биологического ответа на инсулин (инсулиновая резистент-

ность) в мозге наблюдается при диабете 2 типа, нейродегенеративных заболева-

ниях, таких  болезнь Альцгеймера и болезнь Паркинсона, а также в острых со-

стояниях, таких как черепно-мозговая травма и ишемический инсульт, где клю-

чевую роль повреждающего фактора играет глутаматная эксайтотоксичность. 

Среди причин инсулиновой резистентности важную роль играют нарушения 

фосфорилирования в системе передачи сигнала рецептора инсулина, проявляю-

щиеся как патологическое снижение доли активных фосфорилированных форм 

(гипофосфорилирование) самого рецептора и нижележащих сигнальных молекул 

IRS1, Akt и mTOR в ответ на инсулин, что было показано, в частности, в мозге 

пациентов с болезнью Альцгеймера (Talbot et al. 2012). С учетом того, что фос-

форилирование ИР по трем тирозинам Y1146, 1150 и 1151 (нумерация изоформы 

А рецептора) является решающим условием активации рецепторной тирозинки-

назы ИР (Wei et al. 1995) и первым шагом в каскаде передачи сигнала инсулина, 

опосредующем все биологические ответы инсулина (Chen et al. 2022), 
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гипофосфорилирование ИР является первой и может быть главной причиной 

нейрональной инсулиновой резистентности. Молекулярные механизмы, приво-

дящие к гипофосфорилированию ИР в нейронах мозга, неизвестны.   

Ишемический инсульт – одно из заболеваний, при котором инсулиновая ре-

зистентность играет роль фактора, препятствующего восстановлению функций 

мозга. Инсульт является основной причиной инвалидизации населения в России, 

причем согласно статистике 31% пациентов, перенесших инсульт, зависит от по-

сторонней помощи для ухода за собой, 20% не могут самостоятельно ходить и 

только 8% могут вернуться к прежней работе. В мире инсульт остается третьей 

причиной смерти и инвалидности вместе взятых, а связанные с инсультом за-

траты глобальной экономики составляют 0,66% от мирового валового продукта 

(Feigin et al. 2022). Возможности фармакотерапии ишемического инсульта крайне 

ограничены. В первые часы острейшей фазы инсульта (≤4,5 часа) рекомендуется 

прием тромболитических препаратов (Wardlaw et al. 2014). Разработка нейропро-

текторов, снижающих гибель нейронов, не имела успеха несмотря на многолет-

ние усилия и успешные доклинические испытания более чем 1000 эксперимен-

тальных кандидатов (O’Collins et al. 2006; Lourbopoulos et al. 2021). Поэтому су-

ществует необходимость в новых подходах к лечению инсульта. Постинсультная 

инсулиновая резистентность была обнаружена как патологический фактор, воз-

никающий в острейшей фазе ишемического инсульта и влияющий на будущий 

клинический результат, причем пациенты с более высокими значениями индекса 

инсулиновой резистентности HOMA-IR, имеют повышенный неврологический 

дефицит и повышенный риск инвалидизации, повторного инсульта и смерти в 

первый год после инсульта (Jing et al. 2017; Li et al. 2018; Ago et al. 2018; Åberg et 

al. 2019). Постинсультная инсулиновая резистентность по времени совпадает с 

периодом максимальной спонтанной нейропластичности мозга, когда в мозге с 

максимальной интенсивностью идут спонтанные процессы реорганизации 

структуры, функций и связей, и представляет собой барьер, препятствующих 

восстановлению функций мозга в раннем восстановительном периоде инсульта.  
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С учетом широкого распространения заболеваний, в которых нарушение 

биологического ответа на инсулин является одним из факторов патогенеза, и ко-

торые представляют большую социальную и экономическую проблему, требую-

щую решения, исследования в области инсулиновой сигнализации имеют высо-

кую актуальность и могут обеспечить появление новых подходов к лечению ши-

рокого спектра заболеваний, в том числе ишемического инсульта в раннем вос-

становительном периоде. 

Степень разработанности проблемы  

Феномен инсулиновой резистентности мозга установлен, однако, меха-

низмы ее возникновения изучены недостаточно и отсутствуют подходы к ее ле-

чению. Механизмы регуляции чувствительности ИР в нейронах, а также при-

чины, приводящие к патологическому гипофосфорилированию инсулинового ре-

цептора в ответ на инсулин неизвестны. Поэтому необходимы исследования, 

направленные на изучение фундаментальных механизмов регуляции чувстви-

тельности инсулиновых рецепторов в нейронах для выявления новых подходов к 

лечению заболеваний, связанных с нарушением биологического ответа на инсу-

лин, в том числе при острых состояниях, таких как ишемический инсульт, где 

роль повреждающего фактора играет глутаматная эксайтотоксичность.  

Цели исследования 

Цель исследования – изучить молекулярные механизмы регуляции чувстви-

тельности инсулиновых рецепторов в нейронах для создания на этой основе но-

вых подходов к лечению нейрональной инсулиновой резистентности.   

Задачи исследования 

1. Изучить роль митохондрий в генерации окислительного сигнала инсулина 

и ингибировании протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов 

фосфорилирования инсулиновых рецепторов.  

2. Изучить молекулярные механизмы регуляции фосфорилирования инсули-

нового рецептора в нейронах окислительным сигналом инсулина.  

3. Исследовать роль глутаматной эксайтотоксичности, ключевого поврежда-

ющего фактора ишемии, в развитии инсулиновой резистентности в нейронах.      
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4. Создать средство, повышающее чувствительность рецепторов инсулина в 

нейронах (нейрональный инсулин-сенситайзер), и исследовать его эффектив-

ность на биомоделях церебральной ишемии, старения и токсичности β-амилоида.  

Научная новизна исследования 

В настоящем исследовании впервые показано, что митохондрия вовлечена в 

инсулиновую сигнализацию в качестве источника окислительного сигнала 

(Н2О2), генерируемого в ответ на инсулин, причем скорость генерации сигналь-

ной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость Михаэлиса-Ментен от концентра-

ции сукцината в интервале его физиологически релевантных концентраций, и эта 

сигнальная Н2О2 вовлечена в ингибирование активности протеинтирозинфосфа-

таз, известных негативных регуляторов фосфорилирования инсулинового рецеп-

тора. Впервые показано существование неизвестного ранее сигнального пути в 

нейронах, функция которого состоит в регуляции чувствительности инсулино-

вого рецептора, причем роль регулятора играет окислительный сигнал инсулина, 

а объектом регуляции является фосфорилирование инсулинового рецептора по 

критическим остаткам тирозина, которые регулируют активность рецепторной 

тирозинкиназы. Впервые показано, что сукцинатдегидрогеназа (СДГ) митохон-

дрий вовлечена в генерацию окислительного сигнала инсулина в нейронах, а сам 

сигнал представляет собой кратковременный однократный выброс Н2О2, пред-

шествующий фосфорилированию и необходимый для фосфорилирования инсу-

линового рецептора в нейронах. Впервые показано, что  фосфорилирование ин-

сулинового рецептора сверхчувствительно к ингибированию окислительного 

сигнала, что выражается в резком сигмоидальном падении способности рецеп-

тора к фосфорилированию в ответ на инсулин при подавлении окислительного 

сигнала. Впервые показано, что деполяризация митохондрий является фактором, 

вызывающим гипофосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах через 

воздействие на окислительный сигнал инсулина в нейронах. Впервые показано, 

что глутаматная эксайтотоксичность через деполяризацию митохондрий вызы-

вает гипофосфорилирование инсулинового рецептора и нижележащих киназ сиг-

нального каскада инсулина, что является прямым механизмом развития 
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нейрональной инсулиновой резистентности в состояниях, где глутаматная эксай-

тотоксичность является поражающим фактором, в частности при ишемическом 

инсульте. На основе выявленных механизмов создан первый нейрональный ин-

сулин-сенситайзер (дихолинсукцинат) – средство, повышающее чувствитель-

ность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину и показана его эффектив-

ность на биомоделях заболеваний, для которых инсулиновая резистентность яв-

ляется известным патогенетическим фактором.   

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Теоретическая значимость настоящего исследования состоит в том, что вы-

явлена роль митохондрии как источника сигнала и участника инсулиновой сиг-

нализации на стадии фосфорилирования ИР, посттрансляционной модификации, 

определяющей активность рецепторной тирозинкиназы, что дает обоснование 

причинно-следственной связи между митохондриальной дисфункцией и наруше-

ниями биологического ответа на инсулин в таких состояниях, как диабет 2 типа 

и болезнь Альцгеймера. Открыт сигнальный путь, регулирующий чувствитель-

ность инсулинового рецептора к инсулину в нейронах. Исследование раскрывает 

неизвестную ранее роль окислительного сигнала инсулина как необходимой со-

ставной части механизма фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах и 

роль митохондрий как источника этого сигнала в нейронах. Выявленная сверх-

чувствительность фосфорилирования рецептора инсулина к ингибированию 

окислительного сигнала дает теоретическое объяснение патологическому гипо-

фосфорилированию инсулинового рецептора в нейронах как явлению, возника-

ющему, когда окислительный сигнал инсулина по какой-либо причине не дости-

гает определенного порогового значения, в частности при деполяризации мито-

хондрий. Связанное с деполяризацией митохондрий в условиях глутаматной эк-

сайтотоксичности гипофосфорилирование рецептора инсулина и нижележащих 

киназ Akt, mTOR, и GSK3β дает представление о природе нейрональной инсули-

новой резистентности и создает теоретические предпосылки для разработки но-

вых подходов к лечению заболеваний, связанных с глутаматной эксайтотоксич-

ностью, включая ишемический инсульт.   
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Практическая значимость исследования заключается в том, что на основе 

выявленных механизмов регуляции чувствительности инсулинового рецептора в 

нейронах разработан нейрональный инсулин-сенситайзер (дихолинсукцинат), 

повышающий фосфорилирование ИР в ответ на физиологически релевантные 

концентрации инсулина, эффективность и безопасность которого установлена в 

доклинических исследованиях и клинических исследованиях I, II и III фазы, по 

результатам которых дихолинсукцинат показал эффективность в лечении ишеми-

ческого инсульта в раннем восстановительном периоде.   

Методология и методы исследования 

Объектами исследований in vitro являются первичные культуры нейронов 

мозжечка и коры мозга крыс, а также клеточные органеллы – митохондрии. Ме-

тодология исследований построена на измерениях фосфорилирования инсулино-

вого рецептора и нижележащих киназ, а также измерениях Н2О2, потенциала 

внутренней мембраны митохондрий и внутриклеточного кальция в различных 

экспериментальных условиях. Для подтверждения основных результатов ис-

пользуется широкий спектр методов, в том числе биохимические методы ана-

лиза, ELISA, мультиплексный анализ фосфопротеинов и флуоресцентная микро-

скопия с использованием зондов. Объектами исследования in vivo являются мел-

кие лабораторные животные – мыши линии C57Bl/6 и крысы линии Вистар. Ме-

тодология исследования in vivo построена на измерениях магнитно-резонансной 

спектроскопии на ядрах 1Н и 31Р, позволяющей неинвазивно прижизненно изме-

рять содержание нейронального маркера N-ацетиласпартата и макроэргов АТФ и 

фосфокреатина в мозге животных в сопоставлении с тестами когнитивной функ-

ции в биомоделях ишемии, старения и токсичности β-амилоида.    

Личный вклад 

Автор лично провел анализ научной литературы по теме диссертации, при-

нимал непосредственное участие в постановке целей, задач и разработке планов 

и протоколов исследований. Автор выдвинул идею, разработал план исследова-

ний и координировал исследования механизмов регуляции чувствительности ин-

сулиновых рецепторов в нейронах, а также впервые синтезировал 
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дихолинсукцинат, нейрональный инсулин-сенситайзер, и координировал его ис-

следования на биомоделях. Автором проведены анализ и обобщение полученных 

данных, подготовлены публикации, полностью отражающие все полученные ре-

зультаты. Доклады по теме диссертации были представлены лично автором на 

все-российских и международных научных конференциях. 

Соответствие паспорту научной специальности 

Положения диссертации соответствуют паспорту научной специальности 

1.5.4. «Биохимия» (отрасли науки – биологические, медицинские, сельскохозяй-

ственные, ветеринарные) и направлениям исследований п.7 «Гормоны. Меха-

низмы передачи гормональных сигналов. Биохимическая эндокринология в 

норме и при патологии» и п.11 «Биохимические/метаболические/энергетические 

процессы в тканях и органах организма в норме и при патологии. Функциональ-

ная и клиническая метаболомика в норме и при патологии.».  

Положения, выносимые на защиту 

1. Митохондрия участвует в инсулиновой сигнализации в качестве источ-

ника окислительного сигнала (Н2О2), генерируемого в ответ на инсулин, причем 

скорость генерации сигнальной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость Ми-

хаэлиса-Ментен от концентрации сукцината в интервале его физиологически ре-

левантных концентраций, и эта сигнальная Н2О2 вовлечена в ингибирование ак-

тивности протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов фосфо-

рилирования инсулинового рецептора. 

2. В нейронах обнаружен сигнальный путь, регулирующий чувствитель-

ность инсулинового рецептора, где объектом регуляции является фосфорилиро-

вание инсулинового рецептора, а роль регулятора играет окислительный сигнал 

инсулина, ключевую роль в генерации которого играет сукцинатдегидрогеназа 

комплекса II  митохондрий.  

3. Окислительный сигнал инсулина в нейронах представляет собой кратко-

временное повышение скорости образования Н2О2 в ответ на инсулин, предше-

ствующее фосфорилированию инсулинового рецептора и играющее ключевую 
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роль в регуляции степени фосфорилирования инсулинового рецептора в нейро-

нах. 

4. Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах проявляет сверх-

чувствительность к ингибированию окислительного сигнала, что выражается в 

резком сигмоидальном падении способности рецептора к фосфорилированию в 

ответ на инсулин при подавлении окислительного сигнала, что дает теоретиче-

ское обоснование явления патологического гипофосфорилирования инсулино-

вого рецептора в условиях, когда нет недостатка в инсулине.   

5. Глутаматная эксайтотоксичность вызывает гипофосфорилирование инсу-

линового рецептора и нижележащих киназ сигнального каскада инсулина Akt, 

mTOR и GSK3β, что объясняет развитие нейрональной инсулиновой резистент-

ности в состояниях, где глутаматная эксайтотоксичность является известным по-

ражающим фактором, в частности при ишемическом инсульте. 

 6. На основе выявленных механизмов создан нейрональный инсулин-сенси-

тайзер (дихолинсукцинат), повышающий фосфорилирование ИР в ответ на фи-

зиологически релевантные концентрации инсулина, и исследована его эффектив-

ность на биомоделях церебральной ишемии, старения и токсичности β-амилоида, 

где инсулиновая резистентность является одним из известных патогенетических 

факторов. 

Внедрение результатов исследования 

Препарат Дирекорд, содержащий дихолинсукцинат в качестве активной 

фармацевтической субстанции, находится на регистрации в Минздраве РФ после 

завершения клинических исследований I, II и III фазы.  

Степень достоверности результатов исследования    

Достоверность полученных результатов основана на выборе методов иссле-

дования, которые соответствуют цели, объекту и задачам исследования; выборе 

нескольких объектов исследования и нескольких методов исследования для ре-

шения каждой из задач; использовании достаточного количества объектов в груп-

пах сравнения и адекватных методов статистического анализа данных исследо-

вания; и высокой степени согласованности результатов исследования.  
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Апробация результатов исследования    

Результаты исследования были представлены на конференциях: шестой 

международный конгресс «Наука и технология открытия лекарств» (18-22 ок-

тября 2008 г., Пекин, Китай), международная конференция по болезни Альцгей-

мера (26-31 июля 2008 г., Чикаго, США), четвертый европейский конгресс меж-

дународной ассоциации геронтологии и гериатрики (5-8 июля 2007 г., С.-Петер-

бург, Россия), третий национальный конгресс по регенеративной медицине (15-

18 ноября 2017 г., Москва, Россия), двадцатая научно-практическая межрегио-

нальная конференции «Биомедицина и биомоделирование» (22-23 мая 2024 г., 

Московская область – Санкт-Петербург – Ростов-на-Дону).  

Публикации 

По результатам диссертации опубликовано 25 статей в зарубежных и отече-

ственных журналах из списка ВАК, в том числе 8 из них входящих в первый квар-

тиль (Q1) по импакт-фактору The SCImago Journal Rank (SJR) of Scopus в год 

публикации. По результатам диссертации получено 13 патентов на изобретение, 

в том числе из них 3 патента Российской Федерации, 3 патента Евразии, 1 Евро-

пейский патент, 3 патента США, 1 патент Японии и 3 патента КНР. 

Объем и структура диссертации 

Диссертационная работа оформлена в соответствие с Национальным стан-

дартом Российской Федерации ГОСТ Р7.0.11-2011, изложена на 255 листах ма-

шинописного текста, состоит из введения, 6 глав, заключения, выводов, списка 

сокращений, списка литературы и 4 приложений (справочных). Список литера-

туры включает 433 источника. Текст иллюстрирован 24 таблицами и 53 рисун-

ками.    
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ  

Инсулиновый рецептор (ИР) представляет собой трансмембранный гетеро-

тетрамерный белок с тирозинкиназной активностью, которая регулируется свя-

зыванием инсулина с α-цепью рецептора. После открытия ИР в мозге крыс 

(Havrankova J et al. 1978), а затем и человека (Rosenzweig et al. 1980), изучению 

инсулиновой сигнализации в мозге были посвящены многочисленные исследо-

вания. Инсулин поступает из кровотока в мозг через гематоэнцефалический ба-

рьер рецепторным трансцитозом, а также синтезируется de novo в нейронах (Wei 

et al. 1990). Нейроны экспрессируют исключительно короткую изоформу А ре-

цептора, которая активируется инсулином и инсулиноподобным фактором роста 

2 (IGF2) в интервале их физиологически релевантных концентраций. Максималь-

ная плотность ИР в нейронах обнаруживается в постсинаптической плотности 

дендритных шипиков в составе возбуждающих синапсов, где ИР локализуются 

вместе с NMDA рецепторами (Abbott et al. 1999). В мозге ИР регулирует энерге-

тический метаболизм, пищевое поведение и процессы нейропластичности, такие 

как взрослый нейрогенез, рост аксонов и дендритов, синаптогенез и синаптиче-

скую пластичность. ИР фосфорилирует субъединицы NMDA рецептора, увели-

чивая плотность NMDA рецепторов в постсинаптической мембране и ионные 

токи через эти рецепторы, вызывая этим долговременную потенциацию возбуж-

дающей нейротрансмиссии.       

Активность ИР регулируется фосфорилированием β-цепи рецептора (IRβ), 

причем фосфорилирование  тирозинов Y1146, 1150 и 1151 (нумерация изоформы 

А рецептора) ведет к полной активации рецепторной тирозинкиназы и началу пе-

редачи сигнала инсулина (Hubbard et al. 1994, 1997; Wei et al. 1995), а обратная 

реакция дефосфорилирования с участием редокс-чувствительных протеинтироз-

инфосфатаз (ПТФ) ведет к инактивации рецептора (Wälchli et al. 2000). Было об-

наружено, что патологическое снижение фосфорилирования Y1146, 1150 и 1151 

в составе IRβ (гипофосфорилирование) является одной из причин центральной 

инсулиновой резистентности  (Talbot et al. 2012).   
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В адипоцитах инсулин вызывает выброс перекиси водорода (Н2О2), причем 

роль источника Н2О2 играет никотинамидадениндинуклеотидфосфат (НАДФН) 

оксидаза 4 (Nox4), роль посредника между ИР и Nox4 играет G-белок Gαi2, а сама 

Н2О2 ингибирует ПТФ и так влияет на фосфорилирование ИР (Mukherjee et al. 

1978; Krieger-Brauer et al. 1997; Mahadev et al. 2004).  

Таким образом, эндогенный окислительный сигнал инсулина (Н2О2) влияет 

на уровни фосфорилирования ИР, и хотя эти сведения относятся исключительно 

к жировой ткани, подобный тип сигнализации гипотетически может иметь место 

и в других тканях, поэтому расширенное исследование окислительного сигнала 

инсулина может создать предпосылки для появления новых подходов в лечении 

инсулиновой резистентности.     

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Все эксперименты на животных выполнялись в соответствии с Националь-

ным стандартом РФ ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надлежащей лабораторной 

практики», этическими принципами и нормативными документами, рекомендо-

ванными Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, использу-

емых в научных целях, и были одобрены локальными этическими комитетами. 

Изолированные митохондрии печени и сердца крыс Вистар получали методом 

дифференциального центрифугирования. Культуры гранулярных нейронов моз-

жечка и коры получали из мозга крыс Вистар. Концентрацию Н2О2 оценивали по 

окислению фенолового красного или флуориметрически с использованием кра-

сителя Amplex Red в присутствии пероксидазы хрена. Общую активность проте-

интирозинфосфатаз (ПТФ) оценивали по высвобождению неорганического фос-

фата из фосфотирозина. Уровень фосфорилирования ИР оценивали с помощью 

ELISA (Calbiochem), и представляя результат в виде отношения pYpY-IR/IR, где 

pYpY-IR – количество фосфорилированного ИР по остаткам Y1150/1151 (нуме-

рация изоформы А рецептора); IR – общее количество ИР. Потенциал внутренней 

мембраны митохондрий (ΔΨm) оценивали по флуоресценции родамина 123 

(Rh123). Аппроксимацию экспериментальных значений функцией Хилла (1) вы-

полняли с помощью нелинейной регрессии: 
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𝑌 = 𝑆𝑡𝑎𝑟𝑡 + (𝐸𝑛𝑑 − 𝑆𝑡𝑎𝑟𝑡) ×
𝑋𝑛

𝐾𝑛 + 𝑋𝑛
 (1) 

где Y — значение параметра, X — концентрация, K — концентрация, при кото-

рой достигается половина эффекта и n — коэффициент Хилла.  

Уровни аденозинтрифосфата (АТФ) и фосфокреатина (ФК) в мозге живот-

ных оценивали методом 31Р магнитно-резонансной спектроскопии (МРС) in vivo. 

Уровни N-ацетиласпартата (NAA/Cr) в мозге оценивали методом 1Н МРС in vivo. 

Когнитивные функции оценивали в тестах открытого поля, условного рефлекса 

пассивного избегания и водного лабиринта Морриса.   

Статистический анализ данных проводили с помощью t-критерия Стью-

дента, однофакторного ANOVA, однофакторного  ANOVA с повторными измере-

ниями, или двухфакторного ANOVA в зависимости от дизайна эксперимента. 

Следующие обозначения были использованы: М – среднее, s – стандартное от-

клонение, m – стандартная ошибка, n – объем выборки, р – достигнутый уровень 

значимости. Критерии Шапиро – Уилка или Колмогорова – Смирнова применя-

лись для выбора параметрических или непараметрических методов статистиче-

ского анализа. Различия считали статистически значимыми при p<0,05.  

3. ИССЛЕДОВАНИЕ РОЛИ МИТОХОНДРИЙ В ГЕНЕРАЦИИ 

ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СИГНАЛА ИНСУЛИНА И РЕГУЛЯЦИИ 

АКТИВНОСТИ ПРОТЕИНТИРОЗИНФОСФАТАЗ  

3.1 Роль митохондрии в генерации окислительного сигнала инсулина 

В настоящем исследовании впервые показано, что окислительная сигнали-

зация инсулина не является тканеспецифичным явлением для адипоцитов, но 

имеет место и в других тканях с тем отличием, что источником окислительного 

сигнала в сердце и печени является митохондрия, а не НАДФН-оксидаза, как это 

было показано ранее для адипоцитов. 

Стимуляция инсулином препаратов печени ведет к немедленному выбросу 

Н2О2 и снижению общей активности протеинтирозинфосфатаз по сравнению с 

контролем, причем малонат, ингибитор сукцинатдегидрогеназы (СДГ), подавляет 
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эффекты инсулина, а сукцинат, субстрат СДГ, наоборот, повышает образование 

Н2О2 и подавляет активность ПТФ (Табл. 1).  

Таблица 1. Влияние инсулина на скорость выделения H2O2 и активность ПТФ. 

Добавки Н2О2, усл.ед. (M ± m) ПТФ, % (M ± m)  

Нет (контроль) 1,0  0,1 100  4 

Инсулин 1 мкЕд/мл 10,8  3,4* 27  4* 

Инсулин 1 мкЕд/мл + Малонат 2 мМ 3,9  1,5# 65  3# 

Сукцинат 2 мМ 7,6  0,5* 28  3* 

*p<0,001 по сравнению с контролем (n=10); #p<0,001 по сравнению с инсулином (n=10).  

Снижение активности ПТФ в ответ на стимуляцию 1мкЕд/мл инсулина яв-

ляется кратковременным с минимумом активности на 5–10 мин (Рис. 1А).  

 

Рисунок 1. Зависимость общей активности ПТФ в препаратах печени крыс от про-

должительности инкубации с инсулином (А) и концентрации сукцината (В). Ре-

зультаты представлены как М ± m (n=10). *p<0,05 по сравнению с контролем.  

Сукцинат дозозависимо снижал активность ПТФ (Рис. 1В), причем  ката-

лаза полностью подавляла этот эффект сукцината (Табл. 2), из чего следует, что 

ингибирующий эффект сукцината на активность ПТФ опосредуется Н2О2.  

Таблица 2. Влияние 10-минутной инкубации сукцината в присутствии каталазы 

на активность ПТФ в гомогенатах печени крыс. 

Добавки Активность ПТФ, % 

Нет (контроль) 100  12 

Сукцинат   55  8* 

Сукцинат + Каталаза    92  15# 

*p<0,05 по сравнению с контролем (n=10), #p<0,05 по сравнению с сукцинатом (n=10). 
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В целом, эти результаты указывают на роль сукцината как возможного суб-

страта в генерации окислительного сигнала инсулина, где функция последнего 

состоит во временном ингибировании активности ПТФ. 

3.2 Влияние инсулина на скорость генерации Н2О2 в печени и сердце 

Для выявления зависимости окислительного сигнала инсулина от концен-

трации сукцината митохондрии, выделенные после инкубации печени, сердца 

или жировой ткани 1 мин с 1 мкЕд/мл инсулина или без (контроль),  инкубиро-

вали с 1–80 мкМ сукцината и определяли скорость генерации Н2О2 (Рис. 2).  

 

Рисунок 2. Эффект инсулина на скорость генерации Н2О2 митохондриями печени 

(А) и сердца (В) крыс. Символы – среднее (n = 3); линии -  аппроксимация экспери-

ментальных данных к уравнению Михаэлиса-Ментен.  

Кратковременная стимуляция инсулином вызывала многократное повыше-

ние скорости генерации Н2О2 митохондриях печени и сердца, но не жировой 

ткани, наиболее выраженное в интервале концентраций сукцината 1–10 мкМ. 

Скорость образования инсулин-индуцированной Н2О2 в сердце и печени от кон-

центрации сукцината в интервале 1–80 мкМ подчиняется уравнению Михаэлиса-

Ментен V=Vmax×S/(Km+S), где V –скорость генерации Н2О2; S –концентрация сук-

цината; Vmax – максимальная скорость; Km – константа Михаэлиса (Табл. 3). 

Таблица 3. Параметры уравнения Михаэлиса-Ментен. 

Митохондрии 
Предобработка 

ткани 
Vmax,  

нМмин-1мг-1 Km, мкМ 
Коэффициент 
корреляции r 

Сердце 
Контроль 0,22 7,0 0,986 

Инсулин 1,41 11,7 0,989 

Печень 
Контроль 0,33 6,4 0,989 

Инсулин 1,32 3,2 0,934 

Жир 
Контроль 0,054 7,8 0,973 

Инсулин 0,071 3,5 0,876 
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Таким образом, окислительный сигнал инсулина не является тканеспеци-

фичным для адипоцитов. Впервые показано, что такой тип сигнализации имеет 

место в печени и сердце, но источником окислительного сигнала инсулина в этих 

тканях служит митохондрия, а не НАДФН-оксидаза как в адипоцитах. Скорость 

генерации сигнальной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость от концентра-

ции сукцината в интервале его физиологически релевантных концентраций 1–80 

мкМ и описывается уравнением  Михаэлиса-Ментен – уравнением наиболее из-

вестной модели ферментативной кинетики, причем максимальный прирост ско-

рости образования сигнальной Н2О2 наблюдается в интервале 1–10 мкМ,  соот-

ветствующем уровням сукцината в крови у человека в состоянии покоя 

(Hochachka et al. 1976).  

Критическая зависимость окислительного сигнала инсулина от концентра-

ции сукцината и активности СДГ комплекса II митохондрий указывает на участие 

СДГ в генерации сигнальной Н2О2. Известно, что сайтами генерации митохон-

дриальной Н2О2 с участием активности СДГ могут быть комплекс II или ком-

плекс I митохондрий, в зависимости от концентрации сукцината (Quinlan et al. 

2012). В диапазоне концентраций менее 200 мкМ, включающем интервал физио-

логически релевантных концентраций сукцината, основным генератором Н2О2 

является реакция О2 с восстановленным флавинадениндинуклеотидом (FADH2) 

в составе СДГ комплекса II митохондрий (сайт FII), получающим восстановитель-

ные эквиваленты прямо от сукцината, тогда как при патофизиологических мил-

лимолярных концентрациях сукцината Н2О2 генерируется комплексом I митохон-

дрий за счет, как полагают, обратного трансфера электрона от комплекса II мито-

хондрий. С учетом этих обстоятельств наиболее вероятным сайтом формирова-

ния окислительного сигнала инсулина с участием сукцината является сайт FII 

комплекса II митохондрий.  

Согласно результатам настоящего исследования функция митохондриаль-

ного окислительный сигнала инсулина, аналогично функции Н2О2 в адипоцитах, 

состоит в кратковременном ингибировании активности ПТФ, известных негатив-

ных регуляторов фосфорилирования ИР (Goldstein et al. 1998).      
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4. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА РЕГУЛЯЦИИ 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ИНСУЛИНОВОГО РЕЦЕПТОРА В НЕЙРОНАХ 

4.1 Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах 

Зависимость фосфорилирования β-цепи ИР по остаткам тирозина 

Y1150/1151 (нумерация изоформы А), регулирующим активность рецепторной 

тирозинкиназы, от концентрации инсулина и продолжительности инкубации с 

инсулином гранулярных нейронов мозжечка крыс показаны на Рис. 3.  

 

Рисунок 3. Дозовая (А) и временная (В) зависимость фосфорилирования ИР в 

нейронах. Культуры гранулярных нейронов мозжечка крыс инкубировали 10 мин c 0,5–

500 нМ инсулина (А) или c 100 нМ инсулина в интервале 0–45 минут (В) и определяли 

уровень фосфорилирования рецептора (pYpY-IR/IR). Результаты представлены как M 

± m (n=5–9). *p<0,05 в сравнении с нестимулированным контролем.  

Фосфорилирование ИР в нейронах имеет гиперболическую зависимость от 

концентрации инсулина (коэффициент Хилла  n=1,1), что соответствует характе-

ристикам изоформы А рецептора, причем максимальные значения фосфорилиро-

вания ИР достигаются на временах инкубирования 5–20 мин. Соответственно, 

концентрация инсулина 100 нМ, обеспечивающая практически полное фосфори-

лирование ИР в нейронах, и времена инкубации 5–20 мин были выбраны для ис-

следования окислительного сигнала инсулина на этой модели in vitro.  

4.2 Окислительный сигнал инсулина в нейронах     

Стимуляция инсулином вызывала немедленный выброс Н2О2 в культуре гра-

нулярных нейронов мозжечка крыс, что указывает на существование окислитель-

ной инсулиновой сигнализации в нейронах (Рис. 4).  
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Рисунок 4. Влияние ингибиторов на стимулированную инсулином продукцию 

H2O2 и фосфорилирование рецептора инсулина в нейронах. Культуры гранулярных 

нейронов мозжечка крыс инкубировали в буфере в отсутствие (контроль, К) или в при-

сутствии 100 нМ инсулина (Инс), а также в присутствии 100 нМ инсулина с добавками 

ингибиторов: 5 мМ N-ацетилцистеина (NAC), 2 мМ малоната (Mal),  0,5 мкМ FCCP 

(FCCP) или 2 мг/л коклюшного токсина (PTX).  Результаты представлены в виде M ± s 

концентраций H2O2 (A, C, E, G) в среде инкубации через 1 мин после введения инсулина 

или в виде M ± s значений pYpY-IR/IR (B, D, F, H) через 20 мин после введения инсу-

лина(n=4–9). Предел обнаружения анализа H2O2 7 нМ. *p<0,05 по сравнению с 100 нМ 

инсулина (однофакторный ANOVA с апостериорным тестом Тьюки).    

К Инс Инс+NAC NAC
0

20

40

60

80

100
Н

2О
2,

 н
м
о
л
ь

/л
✱

К Инс Инс+NAC NAC
0

50

100

150

p
Y

p
Y

-I
R

/I
R

, 
%

✱

К Инс Инс+Мал Мал
0

20

40

60

80

100

H
2
O

2
,
н
м
о
л
ь

/л

✱

К Инс Инс+Мал Мал
0

50

100

150

p
Y

p
Y

-I
R

/I
R

, 
%

✱

К Инс Инс+FCCP FCCP
0

20

40

60

80

100

H
2
O

2
, 
н
м
о
л
ь

/л

✱

К Инс Инс+FCCP FCCP
0

50

100

150

p
Y

p
Y

-I
R

/I
R

, 
%

✱

К Инс Инс+PTX PTX
0

5

10

15

H
2
O

2
 A

U
C

3
0
c
, 
н
М


м
к
г-1

✱

К Инс Инс+PTX PTX
0

2

4

6

p
Y

p
Y

-I
R

/I
R

, 
%

✱

A B

C D

E F

HG



20 
 

Для того, чтобы выявить характер связи между окислительным сигналом ин-

сулина и фосфорилированием ИР, нейроны инкубировали с инсулином и изме-

ряли уровни Н2О2 и уровни фосфорилирования ИР (pYpY-IR/IR) в присутствии 

батареи ингибиторов (Рис. 4). N-ацетилцистеин (NAC), эффективный поглоти-

тель Н2О2, статистически значимо ингибировал как окислительный сигнал инсу-

лина (p<0,05), так и фосфорилирование ИР в ответ на инсулин (p<0,05), что ука-

зывает на критическую роль сигнальной Н2О2 как регулятора фосфорилирования 

ИР в нейронах (Рис. 4А и 4В). Малонат, конкурентный ингибитор СДГ митохон-

дрий, уменьшал выброс H2O2 (p<0,05) и снижал уровни фосфорилирования ИР 

(p<0,05) в ответ на инсулин по сравнению с контролем (Рис. 4С, 4D), тогда как 

сукцинат, субстрат СДГ, взятый в виде соли холина, напротив, повышал уровни 

фосфорилирования ИР в нейронах в ответ на 5 нМ инсулина (см. раздел 6.1), что 

в целом указывает на ключевую роль СДГ в генерации окислительного сигнала 

инсулина в нейронах. Протонофор FCCP, вызывающий деполяризацию митохон-

дрий через диссипацию протонного градиента, уменьшал выброс H2O2 (p<0,05) 

и снижал фосфорилирование ИР (p<0,05) по сравнению с контролем, что указы-

вает на необходимость поддержания высокого потенциала внутренней мембраны 

митохондрий для генерации окислительного сигнала инсулина в нейронах (Рис. 

4E, 4F). Коклюшный токсин (PTX), ингибитор Gi/o сигнализации, снижал выброс 

Н2О2 и ингибировал фосфорилирование ИР в ответ на инсулин (Рис. 4G, 4H), что 

указывает на роль G-белковой сигнализации в генерации окислительного сигнала 

в нейронах, функция которой по аналогии с известной ролью Gαi2 в адипоцитах 

(Krieger-Brauer et al. 1997) может состоять в передаче сигнала инсулина от ИР к 

сайту генерации окислительного сигнала.   

В целом, в настоящем исследовании впервые показано, что существует не-

известный ранее сигнальный путь, регулирующий чувствительность инсулино-

вого рецептора в нейронах, где объектом регуляции является фосфорилирование 

инсулинового рецептора, а роль регулятора играет окислительный сигнал инсу-

лина, ключевую роль в генерации которого играет сукцинатдегидрогеназа ком-

плекса II  митохондрий.   
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4.3 Кинетика окислительного сигнала инсулина в нейронах   

Исследование кинетики генерации окислительного сигнала инсулина пока-

зало, что этот сигнал представляет собой однократный выброс Н2О2, вызываемый 

кратковременным повышением скорости генерации H2O2 в ответ на стимуляцию 

нейронов инсулином и имеющий продолжительность не более 30 с (Рис. 5А).  

 

Рисунок 5. Кинетика окислительного сигнала инсулина в нейронах. (А) Средние 

значения концентрации Н2О2 в среде инкубации (левая ось Y, символы) и средние зна-

чения скорости выделения Н2О2 гранулярными нейронами мозжечка крыс (правая ось 

Y, линии) с добавкой инсулина или среды без инсулина (контроль). (В) Площади под 

кривой (AUC) прироста концентраций Н2О2 в среде инкубации в указанные отрезки 

времени, представленные как M ± m (n=10). Время 0 с – время добавления инсулина 

или среды (контроль) *p<0,05 в сравнении с контролем.    

Сравнение площадей под кривыми прироста концентраций Н2О2 в 30-се-

кундные отрезки времени до и после стимуляции инсулином показывает, что все 

статистически значимые изменения происходят только в интервале первых 30 с 

после стимуляции инсулином (Рис. 5В).  

Сравнение временных характеристик окислительного сигнала инсулина 

(Рис. 5А) и фосфорилирования ИР в ответ на инсулин (Рис. 3В) показывает, что 

окислительный сигнал предшествует фосфорилированию ИР, так как максимум 

сигнала H2O2 наблюдается уже на 10-й секунде, тогда как пик фосфорилирования 

достигается только к 10-й мин стимуляции инсулином.  

Малонат (Рис. 6А) и PTX (Рис. 6С), ингибиторы СДГ и Gi/o сигнализации, 

соответственно, снижали амплитуду окислительного сигнала инсулина во 
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временном интервале 0–30 с. Сравнение площадей под кривой генерации Н2О2 в 

интервале 0–30 с и уровней фосфорилирования ИР в ответ на инсулин в присут-

ствии ингибиторов малоната (Рис. 6В) и PTX (Рис. 6D) показывает, что ингиби-

рование окислительного сигнала инсулина в первые 30 секунд стимуляции инсу-

лином достаточно для того, чтобы вызвать статистически значимое гипофосфо-

рилирование ИР.    

 

Рисунок 6. Эффекты малоната и PTX на кинетику генерации окислительного сиг-

нала инсулина и фосфорилирование ИР в нейронах. Эффекты малоната (A) и PTX 

(С) на концентрацию Н2О2 в среде инкубации (левая ось Y, символы) и средние значе-

ния скорости выделения Н2О2 (правая ось Y, линии) в гранулярных нейронах мозжечка 

без добавок (Ctr) или в присутствии добавок (n=3–10). Эффекты малоната (В) и PTX 

(D) на фосфорилирование ИР и площадь под кривой (AUC) концентраций Н2О2 в среде 

инкубации без (Ctr) или в присутствии добавок. Добавки: 100 нМ инсулина  (Ins), 6 мМ 

малоната (Mal), 100 нМ инсулина и 6 мМ малоната (Ins+Mal), 2 мг/л PTX, 100 нМ ин-

сулина и  2 мг/л PTX. Результаты представлены как M ± m значений pYpY-IR/IR через 

10 мин инкубации с инсулином (n=5–11) или AUC в период 0–30 с после добавления 

инсулина (n=3–10). *p<0,05 в сравнении с Ctr. #p<0,05 в сравнении с Ins.      

Согласно полученным результатам окислительный сигнал инсулина в 

нейронах имеет две фазы, фазу повышения скорости генерации Н2О2 в первые 10 

секунд, за которой следует фаза снижения скорости генерации Н2О2 до исходного 

уровня в следующие 20 секунд. Такой двухфазный характер окислительного 



23 
 

сигнала, согласно теории, может иметь место когда за быстрой активацией реак-

ции генерации Н2О2 в ответ на стимул следует ее отсроченное ингибирование до 

исходного уровня продуктами этой реакции. Результаты настоящего исследова-

ния, указывающие на роль СДГ в генерации сигнальной Н2О2, вполне укладыва-

ются в эту схему, так как сукцинатдегидрогеназная реакция, приводящая на пер-

вой фазе к образованию сигнальной Н2О2 ингибируется, как известно, продуктом 

этой реакции Н2О2 через поддержание и усиление оксалоацетат-опосредованной 

инактивации СДГ (Moser et al. 2009, Ackrell et al. 1975), а длительность окисли-

тельного сигнала (<30 с) вполне согласуется с известными временами перехода 

между активным и неактивным состояниями СДГ (Gutman et al. 1971).   

Таким образом, окислительный сигнал инсулина в нейронах представляет 

собой однократный 30-секундный выброс Н2О2, вызванный двухфазным измене-

нием скорости генерации Н2О2, когда за быстрым 10-секундным подъемом сле-

дует 20-секундная фаза снижения скорости генерации Н2О2 до исходного уровня. 

Практически полное ингибирование окислительного сигнала инсулина ингиби-

тором СДГ митохондрий указывает на исключительную роль СДГ в генерации 

инсулин-индуцированной сигнальной Н2О2, регулирующей фосфорилирование 

ИР в ответ на инсулин в нейронах.  

4.4 Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах сверхчув-

ствительно к ингибированию окислительного сигнала инсулина   

В настоящем исследовании впервые показано, что фосфорилирование ИР в 

ответ на инсулин сверхчувствительно к ингибированию окислительного сигнала 

инсулина, т.е., согласно определению более чувствительно к изменению концен-

трации ингибитора, чем гиперболический ответ Михаэлиса-Ментен. N-аце-

тилцистеин (Рис. 7А) и малонат (Рис. 7В) в дозозависимой манере ингибировали 

фосфорилирование ИР в ответ на 100 нМ инсулина, причем аппроксимация по-

лученных экспериментальных кривых функцией Хилла дает IC50 3,7 ± 0,2 мМ и 

коэффициент Хилла n = 8,0 ± 2,3 (R2 = 0,97) для ингибирования NAC и IC50 2,0 ± 

0,3 мМ и коэффициент Хилла n = 3,4 (R2 = 0,92) для ингибирования малонатом.  
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Рисунок 7. Сигмоидальная зависимость фосфорилирования ИР в нейронах от кон-

центрации ингибиторов N-ацетилцистеина (А) и малоната (В). Результаты пред-

ставлены как M ± m (n=3–7) значений pYpY-IR/IR (символы). Сплошная линия – ап-

проксимация экспериментальной кривой функцией Хилла. Пунктирная линия – расчет-

ная кривая для гиперболического ответа Михаэлиса-Ментен (коэффициент Хилла 

n=1,0).  *p<0,05 в сравнении с 100 нМ инсулина в отсутствие ингибиторов.    

 Экстремально высокие значения коэффициента Хилла n=8,0 для NAC и 

n=3,4 для малоната означают, что существует пороговая концентрация для каж-

дого из ингибиторов (IC50), в окрестности которой происходит резкое изменение 

ответа на инсулин от полного фосфорилирования ИР при концентрации ингиби-

тора ниже пороговой до полной нечувствительности ИР к инсулину и запрета 

фосфорилирования ИР, если концентрация ингибитора превышает пороговую. 

Эти результаты позволяют предположить, что окислительный сигнал инсулина 

регулирует чувствительность ИР к инсулину по принципу «все-или-ничего», раз-

решая фосфорилирование ИР в ответ на инсулин только при условии, что вели-

чина окислительного сигнала  превышает определенное пороговое значение. 

4.5 Регуляция чувствительности инсулинового рецептора в нейронах  

Опираясь на результаты настоящего исследования, можно составить пред-

положительную схему регуляции чувствительности ИР в нейронах окислитель-

ным сигналом инсулина, где объектом регуляции является фосфорилирование 

инсулинового рецептора – посттрансляционная модификация, предопределяю-

щая активность рецепторной тирозинкиназы, а роль регулятора играет окисли-

тельный сигнал инсулина, ключевую роль в генерации которого играет сукцинат-

дегидрогеназа комплекса II  митохондрий (Рис. 8).  
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Рисунок 8. Схема регуляции чувствительности инсулинового рецептора в нейро-

нах окислительным сигналом инсулина. Связывание инсулинового рецептора (IR) с 

инсулином вызывает кратковременное (<30 c) повышение скорости генерации окисли-

тельного сигнала инсулина (Н2О2) в нейронах с участием реакции окисления сукцината 

сукцинатдегидрогеназой (СДГ) комплекса II митохондрий, причем роль посредника 

между IR и сайтом генерации Н2О2 играет активность Gi-белка (Gi), чувствительного к 

ингибированию коклюшным токсином (PTX). Фосфорилирование IR сверхчувстви-

тельно к окислительному сигналу инсулина, то есть существует пороговое значение 

концентрации сигнальной Н2О2 ([H2O2]), которое регулирует чувствительность IR к ин-

сулину в режиме «все-или-ничего». Если [H2O2] превышает необходимое пороговое 

значение, происходит фосфорилирование IR по критическим тирозинам (pY-IR), рецеп-

торная тирозинкиназа активируется и начинает передачу сигнала IR, опосредующую 

все биологические ответы инсулина. Если [H2O2] не достигает необходимого порого-

вого значения, наблюдается гипофосфорилирование ИР и снижение биологического от-

вета на инсулин (инсулиновая резистентность).    

Функциональную роль выявленного в настоящем исследовании механизма 

регуляции чувствительности ИР в нейронах еще предстоит оценить. Предполо-

жительно, этот механизм может обеспечить избирательную активацию ИР только 

в работающих синапсах, не затрагивая остальные. ИР расположены преимуще-

ственно в постсинаптической плотности дендритных шипиков возбуждающих 

синапсов вместе с глутаматными NMDA рецепторами (Abbott et al. 1999), при 

этом только меньшинство дендритных шипиков (<10%) содержит митохондрии 

(Li et al. 2004), что исключает массовую активацию ИР в постсинаптической 

плотности дендритных шипиков в ответ на инсулин из-за полной зависимости 
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фосфорилирования ИР от митохондриального окислительного сигнала. Однако, 

электрическая стимуляция вызывает выброс глутамата и активацию NMDA ре-

цептора с возникновением в постсинаптическом терминале градиента Ca2+, от 

которого зависит перераспределение митохондрий в дендритных шипиках в 

пользу их накопления в работающих синапсах (Li et al. 2004), что создает условия 

для избирательной активации ИР только в синапсах, непосредственно вовлечен-

ных в нейротрансмиссию, тем более, что инсулин высвобождается пресинапти-

ческими нервными терминалами также в ответ на нейрональную активность 

(Clarke et al. 1986; Wei et al. 1990).  

4.6 Возможные причины гипофосфорилирования ИР в нейронах   

Выявленная в настоящем исследовании сверхчувствительность фосфорили-

рования ИР в нейронах к ингибированию сукцинатдегидрогеназы комплекса II 

митохондрий позволяет оценить роль известных факторов, влияющих на актив-

ность СДГ, в снижении фосфорилирования ИР в нейронах. Известно, что актив-

ность СДГ регулируется обратимым ингибированием оксалоацетатом. Аффин-

ность связывания оксалоацетата с восстановленной формой СДГ по крайней 

мере на порядок меньше, чем с окисленной формой, поэтому СДГ активируется 

при восстановлении, когда высвобождает оксалоацетат, и ингибируется при 

окислении, связывая оксалоацетат (Ackrell et al. 1975; Gutman et al. 1978). Физио-

логическими активаторами-восстановителями СДГ являются сукцинат (Ackrell et 

al. 1978) и восстановленная форма кофермента CoQH2 (Gutman et al. 1971), при-

чем соотношение восстановленной к окисленной форме коэнзима CoQH2/CoQ в 

каждый момент времени является основным фактором, определяющим актив-

ность СДГ. Соответственно, все факторы, снижающие  CoQH2/CoQ, в теории мо-

гут снижать окислительный сигнал инсулина, с оговоркой, что роль этих факто-

ров была установлена в экспериментах, где стимуляция инсулином не изучалась. 

Тем не менее, к таким негативным факторам относятся нарушения в работе ком-

плекса I митохондрии, так как CoQH2 в значительной степени генерируется вос-

становлением CoQ на сайте IQ комплекса I (Gutman et al. 1971); снижение кон-

центрации CoQH2 при окислении CoQH2 комплексом III,  которое происходит при 
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низком отношении АТФ/АДФ и в присутствии протонофоров, вызывающих де-

поляризацию митохондрий (Gutman et al. 1971); а также действие окислителей 

(Н2О2), увеличивающих связывание оксалоацетата с СДГ митохондрий (Nulton-

Persson et al. 2001; Moser et al. 2009).  

Таким образом, митохондриальный гипометаболизм, деполяризация мито-

хондрий и окислительный стресс теоретически являются факторами, которые 

способны снизить окислительный сигнал инсулина и вызвать гипофосфорилиро-

ванию ИР в ответ на инсулин в нейронах.       

4.7 Эффект деполяризации митохондрий на фосфорилирование ИР  

С учетом сверхчувствительности фосфорилирования ИР в нейронах к инги-

бированию активности СДГ комплекса II митохондрий и того, что митохондри-

альная деполяризация снижает активность СДГ (Gutman et al. 1971), здесь были 

изучены эффекты деполяризации митохондрий с использованием протонофора 

FCCP и ингибиторов комплексов I и II митохондрий на фосфорилирование ИР в 

нейронах в ответ на инсулин (Рис. 9). Флуоресценцию родамина 123 (F/F0) ис-

пользовали как меру, обратно пропорциональную ΔΨm (Toescu & Verkhratsky 

2000). 

 

Рисунок 9. Эффекты ротенона (А), малоната (В) и FCCP (C) на фосфорилирование 

ИР и ΔΨm в нейронах в присутствии 100 нМ инсулина. Фосфорилирование ИР (ле-

вая ось Y, черные символы и линии). Флуоресценция родамина 123 (правая ось Y, зеле-

ные символы и линии). Результаты представлены как M ± m значений pYpY-IR/IR и 

флуоресценции F/F0 (n=3–7). *p<0,05 в сравнении с инсулином без ингибиторов.  

Ротенон, ингибитор комплекса I митохондрий, влиял на ΔΨm и фосфорили-

рование ИР в ответ на инсулин, но в значительно меньшей степени, чем другие 

ингибиторы (Рис. 9А). Малонат (Рис. 9В) и FCCP (Рис. 9С) вызывали 



28 
 

статистически значимое падение ΔΨm и снижение фосфорилирования ИР. При 

концентрации малоната вызывающей 50% ингибирование автофосфорилирова-

ния, митохондрии были деполяризованы менее чем на 1%, из чего следует, эф-

фект малоната на фосфорилирование ИР не связан с деполяризацией митохон-

дрий. FCCP индуцирует митохондриальную деполяризацию через диссипацию 

протонного градиента, поэтому исследование эффектов FCCP позволяет оценить 

влияние именно деполяризации митохондрий на фосфорилирование ИР. При кон-

центрации FCCP, приводящей к практически полной деполяризации митохон-

дрий (>95%), фосфорилирование ИР снижалось только на 50%, из чего следует, 

что эффект деполяризации в случае FCCP первичен по отношению к фосфори-

лированию. Существенное ингибирование фосфорилирования ИР в присутствии 

FCCP, хотя и не такое полное, как в присутствии малоната, тем не менее указы-

вает на то, что деполяризация митохондрий сама по себе является достаточным 

условием для снижения фосфорилирования ИР в ответ на инсулин и развития 

инсулиновой резистентности в нейронах. 

5. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА РАЗВИТИЯ ИНСУЛИНОВОЙ 

РЕЗИСТЕНТНОСТИ В НЕЙРОНАХ В УСЛОВИЯХ ГЛУТАМАТНОЙ 

ЭКСАЙТОТОКСИЧНОСТИ  

Деполяризация митохондрий является характеристической особенностью 

глутаматной эксайтотоксичности, ключевого повреждающего фактора таких за-

болеваний, как черепно-мозговая травма и ишемический инсульт. Деполяризация 

митохондрий происходит в ответ на активацию NMDA рецепторов и массовый 

приток Ca2+ в постсинаптические терминалы нейронов (Nicholls 2004).  

С целью оценки возможного вклада глутаматной эксайтотоксичности в раз-

витие инсулиновой резистентности был изучен эффект глутамата на фосфорили-

рование ИР и нижележащих киназ Akt, mTOR и GSK3β в каскаде передачи сиг-

нала рецептора инсулина в культуре нейронов коры мозга крыс. Глутамат в эк-

сайтотоксической концентрации 100 мкМ уже к 30-й мин инкубации статистиче-

ски значимо повышал внутриклеточный кальций ([Ca2+]i) и снижал значения по-

тенциала митохондрий ΔΨm (р<0,0001) относительно исходных значений (Рис. 
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10). Этот 30-минутный интервал воздействия глутамата был выбран для после-

дующих экспериментов с инсулином.     

 

Рисунок 10. Влияние 100 мкМ глутамата на динамику [Ca2+]i (А) и ΔΨm (В) в ин-

дивидуальных нейронах коры мозга крыс. Концентрации внутриклеточного кальция 

([Ca2+]i) и ΔΨm в индивидуальных нейронах определяли с использованием флуорес-

центных зондов Fura-FF и родамин 123 (Rh123), учитывая, что флуоресценция Rh123 

обратно пропорциональна величине ΔΨm (Toescu & Verkhratsky 2000). Серые линии – 

одиночные нейроны (n=60); синие и красные линии – средние значения [Ca2+]i и ΔΨm, 

соответственно. Обозначения: -Ca+EGTA – замена среды на безкальциевую; FCCP и 

Iono – добавление в среду FCCP и иономицина, соответственно.  

Стимуляция нейронов инсулином ожидаемо вызывала повышение уровней 

фосфорилирования β-цепи ИР (IRβ) и нижележащих киназ Akt, mTOR и GSK3β 

каскада передачи сигнала рецептора (Рис. 11). Однако, после предобработки глу-

таматом в течение 30 мин та же концентрация инсулина вызывала существенно 

меньший ответ. Так, фосфорилирование рецептора по остаткам тирозина 

pY1150/1151, необходимое для полной активации рецепторной тирозинкиназы, было 

снижено на 48% (р<0,001); фосфорилирование Akt по остатку серина pS473 и фос-

форилирование mTOR по остатку серина pS2448, модификации имеющие решаю-

щее значение для их активации, были снижены на 72% (р<0,0001) и 44% 

(р<0,0001), соответственно;  а фосфорилирование GSK3β по остатку серина pS9, 

ингибирующее ее активность, было снижено на 38% (р<0,01) по сравнению с со-

ответствующими контролями, необработанными глутаматом. Эти результаты по-

казывают, что глутамат в эксайтотоксических концентрациях вызывает острую 

нейрональную инсулиновую резистентность, снижая долю фосфорилированных 
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сигнальных молекул, в том числе инсулинового рецептора и нижележащих сиг-

нальных киназ Akt, mTOR и GSK3β каскада передачи сигнала ИР. 

   

Рисунок 11. Глутамат в эксайтотоксической концентрации ингибирует инсулино-

вую сигнализацию в нейронах коры мозга крыс. Уровни фосфорилирования IRβ 

pY1150/1151 (А), Akt pS473 (B), mTOR pS2448 (C) и GSK3β pS9 (D) в нейронах, инкубиро-

ванных 30 мин с 100 мкМ глутамата и 15 мин с 100 нМ инсулина. Уровни фосфопроте-

инов IRβ pY1150/1151, Akt pS473, mTOR pS2448 и GSK3β pS9 и общие уровни белков IRβ, 

Akt, mTOR и GSK3β измеряли с помощью панели MILLIPLEX® MAP Akt/mTOR (EMD 

Millipore). Результаты представлены как М ± m уровней фосфопротеинов, нормализо-

ванных относительно общих уровней белков, и выраженных в %. (n=6). **p <0,01, 

***p <0,001, ****p <0,0001 по сравнению с инсулином; ###p <0,001, ####p <0,0001 по 

сравнению с контролем (однофакторный ANOVA с апостериорным тестом Тьюки).  

Таким образом, в настоящем исследовании впервые показано, что глутамат-

ная эксайтотоксичность вызывает гипофосфорилирование ИР и нижележащих 

киназ каскада Akt, mTOR и GSK3β в нейронах. Опираясь на полученные резуль-

таты, можно составить предположительную схему возникновения острой инсу-

линовой резистентности в нейронах в условиях глутаматной эксайтотоксичности 

по причине негативного взаимодействия сигнальных путей рецептора инсулина 

и NMDA рецептора  (Рис. 12).  
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Рисунок 12. Схема влияния эксайтотоксической концентрации глутамата на ин-

сулиновую сигнализацию в нейронах. Глутамат в эксайтотоксических концентрациях 

активирует NMDA рецептор (NMDAR) в постсинаптических терминалах нейронов, что 

ведет к входу внеклеточного кальция ([Ca2+]out) и повышению внутриклеточной концен-

трации кальция ([Ca2+]in↑) с одновременной деполяризацией митохондрий (ΔΨm↓) 

(Nicholls 2004). Деполяризация митохондрий вызывает гипофосфорилирование распо-

ложенных в тех же постсинаптических терминалах инсулиновых рецепторов IRβ 

(pYpY1150/1151↓) и нижележащих киназ каскада передачи сигнала Akt (pS473↓), mTOR 

(pS2448↓) и GSK3β  (pS9↓), что ведет к развитию острой нейрональной инсулиновой ре-

зистентности.   

Таким образом, глутамат вызывает гипофосфорилирование ИР и нижележа-

щих киназ каскада передачи сигнала ИР, что объясняет природу нейрональной 

инсулиновой резистентности в состояниях, где глутаматная эксайтотоксичность 

является поражающим фактором, в частности при ишемическом инсульте. 

6. СОЗДАНИЕ НЕЙРОНАЛЬНОГО ИНСУЛИН-СЕНСИТАЙЗЕРА И 

ЕГО ИССЛЕДОВАНИЕ НА БИОМОДЕЛЯХ  

6.1  Дихолинсукцинат – нейрональный инсулин-сенситайзер 

Выявленная в настоящей работе ключевая роль сукцината как субстрата в 

генерации окислительного сигнала инсулина открывает перспективу для созда-

ния нейронального инсулин-сенситайзера, повышающего чувствительность ИР 

к инсулину. Ограничением такого подхода является низкая способность сукци-

ната транспортироваться через клеточные мембраны при физиологических зна-

чениях рН среды, которую удалось преодолеть путем использования новой соли 

– дихолинсукцината, предпочтительное название IUPAC бис(2-гидрокси-N,N,N-
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триметилэтан-1-аминия) бутандиоат, синоним «ДХС», CAS 109438-15-5, молеку-

лярная формула C14H32N2O6,  который был впервые синтезирован в настоящей 

работе по реакции янтарной кислоты с гидроксидом холина.  

Дихолинсукцинат в интервале концентраций 10–100 мкМ более, чем в два 

раза повышал уровень фосфорилирования ИР в культуре нейронов мозжечка в 

ответ на физиологически релевантную концентрацию 5 нМ инсулина (Рис. 13).  

 

Рисунок 13. Эффект дихолинсукцината на фосфорилирование ИР в нейронах. Гра-

нулярные нейроны мозжечка крыс инкубировали без добавок (Ctr), с ДХС 50 мкМ 

(Д50), с инсулином 100 нМ (Ins100), с инсулином 5 нМ (Ins5) или с инсулином 5 нМ с 

добавкой дихолинсукцината в концентрациях 10 мкМ (Ins5+Д10), 50 мкМ (Ins5+Д50) 

или 100 мкМ (Ins5+Д100) мкМ в течение 20 мин, после чего измеряли фосфорилирова-

ние ИР. Результаты представлены как М ± s значений pYpY-IR/IR в % (n=5–9). *р <0,05 

по сравнению с Ctr; †р<0,05 по сравнению с 100 нМ инсулина; #р<0,05 по сравнению с 

5 нМ инсулина (однофакторный ANOVA с апостериорным тестом Тьюки).  

Таким образом, дихолинсукцинат повышает чувствительность ИР в нейро-

нах к инсулину в интервале физиологически релевантных концентраций сукци-

ната 10–100 мкМ, что создает предпосылки для его эффективного и безопасного 

применения в качестве нейронального инсулин-сенситайзера для лечения состо-

яний, где инсулиновая резистентность является патогенетическим фактором.     

6.2 Тестирование дихолинсукцината на биомодели глобальной ишемии 

Регуляция энергетического метаболизма является одной из функций инсу-

лина в мозге. Для того, чтобы оценить эффекты курсового 7-дневного в/б введе-

ния дихолинсукцината (ДХС) в сравнении с физ. раствором и контрольными пре-

паратами – холина хлоридом (ХХ), калия сукцинатом  (КС) и натрия сукцинатом 

(НС) на энергетический метаболизм в мозге крыс, на 8-й день у животных 
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вызывали глобальную ишемию и измеряли динамику снижения уровней АТФ и 

фосфокреатина (ФК) в мозге методом 31Р ЯМР спектроскопии in vivo (Рис. 14).   

 

Рисунок 14. Динамика изменений концентраций АТФ (А) и ФК (В) в мозге крыс в 

период глобальной ишемии. Крысы получали в/б физ. раствор (Физ. рр), дихолинсук-

цинат (ДХС) в дозе 10 мг/кг или эквимолекулярные количества холина хлорида (ХХ), 

калия сукцината (КС), натрия сукцината (КС) один раз в день, 7-дневным курсом. Через 

24 часа после окончания введения препаратов у животных индуцировали глобальную 

ишемию электрофибрилляцией сердечной мышцы и измеряли уровни аденозинтрифос-

фата (βАТФ) и фосфокреатина (ФК) в мозге методом 31Р МРС in vivo. Результаты пред-

ставлены как M ± s АТФt/АТФt0 и ФКt/ФКt0 в мозге in vivo в каждый момент времени (t) 

относительно исходного момента (t0), и выражены в %. В опытных группах было по 8 

животных, в контроле – 23 животных. *p<0,05 в сравнении с контролем (Физ. рр).  

Глобальная ишемия вызывала быстрое падение интенсивностей сигналов 

βАТФ (Рис. 14А) и ФК (Рис. 14В) в мозге во всех группах, однако, только у жи-

вотных, получавших дихолинсукцинат, наблюдалось статистически значимое за-

медление падения макроэргов в мозге (p<0,05) по сравнению с контролем, при-

чем эффект дихолинсукцината значимо превосходит индивидуальные эффекты 

холина и сукцината, его составляющих, взятых в эквимолекулярных количествах, 

что позволяет выбрать дихолинсукцинат в качестве соединения-лидера для даль-

нейших исследований на биомоделях церебральной ишемии.  

6.3 Тестирование дихолинсукцината на биомодели хронической цере-

бральной гипоперфузии у крыс 

Снижение мозгового кровотока связано с инсулиновой резистентностью 

(Hoscheidt et al. 2017). Из-за снижения церебральной перфузии у 25-30% выжив-

ших после ишемического инсульта в течение трех лет развиваются сосудистая 

деменция или отсроченные когнитивные нарушения (Kalaria et al. 2016).  
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Постоянная двусторонняя окклюзия общих сонных артерий (2VO) у крыс 

Вистар вызывает нарушение когнитивной функции из-за наполовину снижен-

ного мозгового кровотока (Farkas et al. 2007). В этой биомодели ДХС в дозах 1–

25 мг/кг статистически значимо улучшил обучение и память, а также повысил 

уровни N-ацетиласпартата (NAA/Cr), маркера функциональной активности 

нейронов мозга (Рис. 15). 

 

Рисунок 15. Эффекты дихолинсукцината на биомодели хронической церебраль-

ной гипоперфузии у крыс Вистар. Ложнооперированные крысы Вистар получали в/б 

физ. раствор (К), а крысы с окклюзией двух сонных артерий (2VO) получали в/б физ. 

раствор (Физ.рр), 10 мг/кг холина хлорида (ХХ) или ДХС в дозах 1 (ДХС1), 10 (ДХС10), 

или 25 мг/кг (ДХС25) семь дней, один раз в день, после чего крыс тестировали согласно 

расписания (А). Уровни NAA/Cr в головном мозге измеряли методом 1Н ЯМР in vivo 

(В). В тесте условного рефлекса пассивного избегания (ПИ) животных тестировали в 

день обучения (С) и через 24 часа (D). В тесте водного лабиринта Морриса (ВЛ) живот-

ных тестировали в день обучения (E) и через 24 часа (F). Результаты представлены как 

М ± m (n≥9) для уровней NAA/Cr (В), задержки перехода в темный отсек в секундах (C 

и D) и длины пути в дециметрах до скрытой платформы (E и F). *р <0,05 по сравнению 

с Физ.рр/2VO; †р <0,05 по сравнению с ложнооперированными животными.       
 

 



35 
 

6.4 Тестирование дихолинсукцината на биомодели старения у мышей 

Дихолинсукцинат улучшил обучение и память, а также повысил уровни N-

ацетиласпартата в мозге старых мышей по сравнению контролем (Рис. 16).  

 

Рисунок 16. Эффекты дихолинсукцината на биомодели старения мышей C57Bl/6. 

Старым 16-месячным (16М) или молодым взрослым 5-месячным (5М) мышам вводили 

в/б физ. раствор (Физ рр) или ДХС в дозах 1 (ДХС1), 10 (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25) 

семь дней подряд, один раз в день, после чего тестировали согласно расписания (А) 

подвижность животных в открытом поле (В); обучение и память в тесте условного ре-

флекса пассивного избегания в день обучения (C) и через 24 часа (D);  обучение и па-

мять в тесте водного лабиринта в 4-х ежедневных сессиях, результаты представлены 

для первой (E) и последней (F) сессии; и измеряли NAA/Cr в мозге 1Н ЯМР in vivo (G), 

где (H) – репрезентативный спектр. Результаты представлены как М ± m (n≥8) общего 

числа движений за 3 мин (В), задержки спуска с приподнятой платформы (C, D), за-

держки до обнаружения скрытой платформы (E, F); относительных уровней NAA/Cr 

(G). *р <0,05 по сравнению с 16М животными; †р <0,05 по сравнению с 5М животными.      
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6.5 Тестирование дихолинсукцината на биомодели токсичности β-ами-

лоида 25-35 

Болезнь Альцгеймера – наиболее изученное состояние, при котором цен-

тральная инсулиновая резистентность вносит вклад в нарушения памяти 

(Kellar&Craft 2020; Talbot et al. 2012). Однократная инъекция β-амилоидного пеп-

тида 25–35 (Аβ) в базальное ядро Мейнерта мозга крыс моделирует деменцию по 

типу болезни Альцгеймера (Harkany et al. 1998) со снижением активности холи-

нацетилтрансферазы, ключевого фермента биосинтеза ацетилхолина в мозге 

(Yamaguchi et al. 2001). Дихолинсукцинат в дозах 10 и 25 мг/кг улучшил память 

в тесте условного рефлекса пассивного избегания у Аβ-индуцированных крыс в 

этой модели по сравнению контролем (Рис. 17).     

 

Рисунок 17. Эффекты дихолинсукцината на биомодели токсичности β-амилоида 

25-35 у крыс Вистар. Ложнооперированным животным (ЛО) вводили в/б физ. раствор 

(Физ рр), а крысам, получившим инъекцию β-амилоидного пептида 25–35 (Аβ) вводили  

в/б физ. раствор (Физ рр), холина хлорид в дозе 10 мг/кг (ХХ) или ДХС в дозах 1 

(ДХС1), 10 (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25) семь дней подряд, один раз в день, и тести-

ровали согласно расписания (А) обучение и память в тесте условного рефлекса пассив-

ного избегания в день обучения (B) и через 24 часа (C). Результаты представлены как 

М ± m (n=8) задержки перехода в темный отсек в секундах. *р <0,05 по сравнению с Аβ 

животными; †р <0,05 по сравнению с ЛО животными.      

В этой же биомодели, дихолинсукцинат в наивысшей выбранной дозе 25 

мг/кг статистически значимо повысил активность холинацетилтрансферазы 

(ХАТ) в мозге у Аβ-индуцированных  крыс в сравнении с контролем (Табл. 4).   
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Таблица 4. Эффект ДХС на активность холинацетилтрансферазы в мозге Аβ-ин-

дуцированных крыс.  

Группы Активность ХАТ, распадов в мин/мг ткани 

Физ. раствор + физ. раствор   6,15 ± 0,21* 

Аβ + физ. раствор   4,52 ± 0,25† 

Аβ + ХХ 10 мг/кг 4,84 ± 0,68 

Аβ + ДХС 1 мг/кг 5,19 ± 0,35 

Аβ + ДХС 10 мг/кг 5,39 ± 0,41 

Аβ + ДХС 25 мг/кг    5,72 ± 0,38* 

Примечание: Ложнооперированные животные получали в/б физ. раствор (Физ. раствор 

+ физ. раствор). Аβ-индуцированные животные получали в/б физ. раствор, 10 мг/кг хо-

лина хлорида (ХХ) или ДХС в дозе 1 мг/кг (ДХС1), 10 мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг 

(ДХС25). Данные представлены как М ± m активности ХАТ (n=8), определенной по 

методу Fonnum (Fonnum 1996). *р <0,05 по сравнению с Аβ + физ. раствор. †р < 0,05 

по сравнению с ложнооперированными животными (Физ. раствор + физ. раствор). 

В целом, положительные результаты тестирования дихолинсукцината на 

биомоделях заболеваний, где инсулиновая резистентность является патогенети-

ческим фактором, являются подтверждением концепции о возможности исполь-

зования сукцината для лечения этих состояний и открывают перспективу для его 

дальнейшего исследования в качестве нейронального инсулин-сенситайзера в ле-

чении широкого ряда заболеваний, включая ишемический инсульт в раннем вос-

становительном периоде. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящей работе впервые показано, что существует неизвестный ранее 

сигнальный путь, регулирующий чувствительность инсулинового рецептора в 

нейронах, где объектом регуляции является фосфорилирование рецептора, пост-

трансляционная модификация имеющая решающее значение для активации ре-

цепторной тирозинкиназы, а роль регулятора играет окислительный сигнал ин-

сулина (Н2О2), ключевую роль в генерации которого играет сукцинатдегидроге-

наза комплекса II  митохондрий.  

Впервые показано, что митохондрия может служить источником окисли-

тельного сигнала инсулина, что было продемонстрировано в экспериментах с 

тканями печени и сердца, а также в опытах на культурах нейронов. Реакция окис-

ления сукцината сукцинатдегидрогеназой  комплекса II митохондрий играет клю-

чевую роль в генерации окислительного сигнала инсулина, вовлеченного в инги-

бирование активности протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуля-

торов фосфорилирования инсулинового рецептора, причем скорость генерации 

сигнальной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость Михаэлиса-Ментен от 

концентрации сукцината в интервале его физиологически релевантных концен-

траций 1–80 мкМ. Окислительный сигнал инсулина в нейронах представляет со-

бой однократный 30-секундный выброс Н2О2, вызванный двухфазным измене-

нием скорости генерации Н2О2, когда за быстрым 10-секундным подъемом сле-

дует 20-секундная фаза снижения скорости генерации Н2О2 до исходного уровня. 

Окислительный сигнал предшествует фосфорилированию инсулинового рецеп-

тора и является необходимым условием для активации инсулинового рецептора.  

Впервые показано, что фосфорилирование инсулинового рецептора в нейро-

нах проявляет сверхчувствительность к ингибированию окислительного сигнала 

инсулина, что выражается в резком сигмоидальном падении способности рецеп-

тора к фосфорилированию в ответ на инсулин при подавлении окислительного 

сигнала, что объясняет такое явление, как гипофосфорилирования инсулинового 

рецептора в отсутствие дефицита инсулина.   
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Впервые показано, что глутамат в эксайтотоксических концентрациях вызы-

вает гипофосфорилирование инсулинового рецептора и нижележащих киназ сиг-

нального каскада инсулина Akt, mTOR и GSK3β, что объясняет развитие нейро-

нальной инсулиновой резистентности в состояниях, где глутаматная эксайтоток-

сичность является известным поражающим фактором, в том числе при ишеми-

ческом инсульте.  

Выявленные в настоящей работе механизмы регуляции чувствительности 

инсулинового рецептора открывают перспективу для создания средств, повыша-

ющего чувствительность ИР к инсулину (инсулин-сенситайзеров) на основе со-

лей или производных янтарной кислоты, так как реакция окисления сукцината 

является встроенным естественным механизмом генерации окислительного сиг-

нала инсулина и существует гиперболическая зависимость Михаэлиса-Ментен 

скорости генерации окислительного сигнала от концентрации сукцината в интер-

вале физиологически релевантных концентраций последнего. Этот подход был 

реализован при создании нейронального инсулин-сенситайзера дихолинсукци-

ната, повышающего фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах в 

ответ на физиологически релевантные концентрации инсулина. Эффективность 

дихолинсукцината в защите метаболизма мозга показана на биомоделях цере-

бральной ишемии по данным 31Р и 1Н МРС in vivo и результатам тестирования 

когнитивной функции. Полученные результаты в целом открывают перспективу 

дальнейшим исследованиям дихолинсукцината в качестве средства-кандидата 

для лечения ишемического инсульта. 

Практическая значимость настоящей работы состоит в том, что на основе 

дихолинсукцината как действующего вещества, повышающего чувствительность 

инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину, разработан препарат Дирекорд, 

эффективность и безопасность которого для лечения ишемического инсульта в 

раннем восстановительном периоде показана в доклинических и клинических 

исследованиях I, II и III фазы (Приложения А – Д).  

В целом, настоящее исследование раскрывает механизмы регуляции чув-

ствительности инсулинового рецептора в нейронах мозга и создает 
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теоретические предпосылки для разработки новых подходов к лечению заболе-

ваний, связанных с нарушенным биологическим ответом на инсулин в мозге. 

ВЫВОДЫ 

1. Митохондрия является участником инсулиновой сигнализации в сердце, 

печени и нейронах, где выполняет роль источника окислительного сигнала инсу-

лина (Н2О2), вовлеченного в ингибирование активности протеинтирозинфосфа-

таз, известных негативных регуляторов фосфорилирования инсулинового рецеп-

тора, причем скорость генерации сигнальной Н2О2 в печени и сердце в ответ на 

инсулин имеет гиперболическую зависимость Михаэлиса-Ментен от концентра-

ции сукцината в интервале его физиологически релевантных концентраций 1–80 

мкМ.  

2. В нейронах митохондриальная сигнализация встроена в сигнальный путь, 

регулирующий чувствительность инсулинового рецептора, где объектом регуля-

ции является фосфорилирование рецептора, известная посттрансляционная мо-

дификация необходимая для полной активации рецепторной тирозинкиназы, а 

роль регулятора играет окислительный сигнал инсулина, источником которого 

служит реакция окисления сукцината сукцинатдегидрогеназой комплекса II ми-

тохондрий. 

3. Окислительный сигнал инсулина представляет собой однократный 30-се-

кундный выброс Н2О2 в ответ на инсулин, предшествующий фосфорилированию 

рецептора и необходимый для повышения чувствительности инсулинового ре-

цептора в нейронах к инсулину. 

4. Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах проявляет сверх-

чувствительность к ингибированию окислительного сигнала инсулина, что вы-

ражается в резком сигмоидальном падении способности рецептора к фосфори-

лированию в ответ на инсулин при достижении определенной пороговой концен-

трации ингибитора, что объясняет гипофосфорилирование инсулинового рецеп-

тора в условиях, когда нет недостатка в инсулине. 
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5. Одним из факторов, снижающих окислительный сигнал инсулина и при-

водящих к гипофосфорилированию инсулинового рецептора в нейронах, явля-

ется деполяризация внутренней мембраны митохондрий.  

6. Глутамат в эксайтотоксической концентрации через деполяризацию мито-

хондрий вызывает гипофосфорилирование инсулинового рецептора и нижележа-

щих киназ Akt, mTOR и GSK3β в условиях, когда нет недостатка инсулина, что 

объясняет развитие нейрональной инсулиновой резистентности в состояниях, где 

глутаматная эксайтотоксичность является поражающим фактором, в частности 

при ишемическом инсульте. 

7. На основе выявленных механизмов регуляции чувствительности инсули-

нового рецептора окислительным сигналом инсулина создан нейрональный ин-

сулин-сенситайзер (дихолинсукцинат) – средство, улучшающее чувствитель-

ность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину, которое показало эффек-

тивность на биомоделях церебральной ишемии, старения и токсичности β-ами-

лоида, где инсулиновая резистентность является одним из известных патогене-

тических факторов. 
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СОКРАЩЕНИЯ 

1Н МРС  магнитно-резонансная спектроскопия на ядрах 1Н  

31Р МРС  магнитно-резонансная спектроскопия на ядрах 31Р  

ANOVA дисперсионный анализ  

Cr креатин 

EC50 концентрация полумаксимального эффекта 

FCCP карбонил цианид-п-трифторметоксифенилгидразона 

Gαi2 G-белок альфа2i 

IC50 концентрация полумаксимального ингибирования  

Km константа Михаэлиса 

mTORC1/2 мишень рапамицина млекопитающих комплекс 1/2 

NAA N-Ацетиласпартат  

NAC N-ацетилцистеин 

NIHSS шкала тяжести инсульта  

PTX коклюшный токсин  

Vmax максимальная скорость реакции 

ΔΨm потенциал внутренней мембраны митохондрий 

Аkt протеинкиназа AKT/B 

АТФ аденозинтрифосфат 

ДХС дихолинсукцинат 

ИР инсулиновый рецептор  

Н2О2 перекись водорода 

НЯ нежелательное явление  

ПТФ протеинтирозинфосфатаза 

СДГ сукцинатдегидрогеназа 

ЦНС центральная нервная система 

УРПИ условный рефлекс пассивного избегания 

ФК фосфокреатин 

 

 


