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ВВЕДЕНИЕ 

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 экспрессируют исключительно короткую изоформу 

А рецептора, которая активируется как инсулином, так и инсулиноподобным 

фактором роста 2 (IGF2), в физиологически релевантном диапазоне их 

концентраций, в отличие от периферических тканей взрослых млекопитающих, где 

преимущественно распространена изоформа В, активируемая только инсулином. 

Инсулиновая сигнализация  повышает утилизацию глюкозы в активно работающем 

мозге, а также регулирует множество процессов, таких как взрослый нейрогенез, 

рост аксонов и дендритов, синаптогенез, долговременную потенциацию 

возбуждающей нейротрансмиссии и ряд высших функций, таких как формирование 

памяти и регуляция пищевого поведения.  

Нарушение биологического ответа на инсулин (инсулиновая резистентность) 

в мозге наблюдается при диабете 2 типа, нейродегенеративных заболеваниях, та-

ких  болезнь Альцгеймера и болезнь Паркинсона, а также в острых состояниях, 

таких как черепно-мозговая травма и ишемический инсульт, где ключевую роль 

повреждающего фактора играет глутаматная эксайтотоксичность. Среди причин 

инсулиновой резистентности важную роль играют нарушения фосфорилирования 

в системе передачи сигнала рецептора инсулина, проявляющиеся 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. С учетом того, что фосфорилирование ИР по 

трем тирозинам Y1146, 1150 и 1151 (нумерация изоформы А рецептора) является 

решающим условием активации рецепторной тирозинкиназы ИР и первым шагом 

в каскаде передачи сигнала инсулина, опосредующем все биологические ответы 

инсулина, гипофосфорилирование ИР является первой и может быть главной 
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причиной нейрональной инсулиновой резистентности. Молекулярные механизмы, 

приводящие к гипофосфорилированию ИР в нейронах мозга, неизвестны.   

Ишемический инсульт – одно из заболеваний, при котором инсулиновая 

резистентность играет роль фактора, препятствующего восстановлению функций 

мозга. Инсульт является основной причиной инвалидизации населения в России 

[1], причем согласно статистике 31% пациентов, перенесших инсульт, зависит от 

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

только 8% могут вернуться к прежней работе [2]. В мире инсульт остается третьей 

причиной смерти и инвалидности вместе взятых, а связанные с инсультом затраты 

глобальной экономики составляют 0,66% от мирового валового продукта [3]. 

Возможности фармакотерапии ишемического инсульта крайне ограничены. В 

первые часы острейшей фазы инсульта (≤4,5 часа) рекомендуется прием 

тромболитических препаратов [4]. Разработка нейро-протекторов, снижающих 

гибель нейронов, не имела успеха несмотря на много-летние усилия и успешные 

доклинические испытания более чем 1000 экспериментальных кандидатов [5, 6]. 

Поэтому существует необходимость в новых подходах к лечению инсульта. 

Постинсультная инсулиновая резистентность была обнаружена как патологический 

фактор, возникающий 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 [7, 8, 9, 10]. 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.  

С учетом широкого распространения заболеваний, в которых нарушение 

биологического ответа на инсулин является одним из факторов патогенеза, и 
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которые представляют большую социальную и экономическую проблему, 

требующую решения, исследования в области инсулиновой сигнализации имеют 

высокую актуальность и могут обеспечить появление новых подходов к лечению 

широкого спектра заболеваний, в том числе ишемического инсульта в раннем 

восстановительном периоде. 

Степень разработанности проблемы. Феномен инсулиновой 

резистентности мозга установлен, однако, механизмы ее возникновения изучены 

недостаточно и отсутствуют подходы к ее лечению. Механизмы регуляции 

чувствительности ИР в нейронах, а также причины, при-водящие к 

патологическому гипофосфорилированию инсулинового рецептора в ответ на 

инсулин неизвестны. Поэтому необходимы исследования, направленные на 

изучение фундаментальных механизмов регуляции чувствительности инсулиновых 

рецепторов в нейронах для выявления новых подходов к лечению заболеваний, 

связанных с нарушением биологического ответа на инсулин, в том числе при 

острых состояниях, таких как ишемический инсульт, где роль повреждающего 

фактора играет глутаматная эксайтотоксичность.      

Цели и задачи исследования. Цель исследования – изучить молекулярные 

механизмы регуляции чувствительности инсулиновых рецепторов в нейронах для 

создания на этой основе новых подходов к лечению нейрональной инсулиновой 

резистентности.   

1. Изучить роль митохондрий в генерации окислительного сигнала инсулина и 

ингибировании протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов 

фосфорилирования инсулиновых рецепторов.  

2. Изучить молекулярные механизмы регуляции фосфорилирования 

инсулинового рецептора в нейронах окислительным сигналом инсулина.  

3. Исследовать роль глутаматной эксайтотоксичности, ключевого 

повреждающего 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 эффективность 

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 сигнальной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость 

Михаэлиса-Ментен от концентрации сукцината в интервале его физиологически 

релевантных концентраций, и эта сигнальная Н2О2 вовлечена в ингибирование 

активности протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов 

фосфорилирования инсулинового рецептора. Впервые показано существование 

неизвестного ранее сигнального пути в нейронах, функция которого состоит в 

регуляции чувствительности инсулинового 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) митохондрий вовлечена в генерацию 

окислительного сигнала инсулина в нейронах, а сам сигнал представляет собой 

кратковременный однократный выброс Н2О2, предшествующий 

фосфорилированию и необходимый для фосфорилирования инсулинового 

рецептора в нейронах. Впервые показано, что  фосфорилирование инсулинового 

рецептора сверхчувствительно к ингибированию окислительного сигнала, что 

выражается в резком сигмоидальном падении способности рецептора 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 вызывает 

гипофосфорилирование инсулинового рецептора и нижележащих киназ 
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сигнального каскада инсулина, что является прямым механизмом развития 

нейрональной инсулиновой резистентности в состояниях, где глутаматная 

эксайтотоксичность является поражающим фактором, в частности при 

ишемическом инсульте. На основе выявленных механизмов создан первый 

нейрональный инсулин-сенситайзер (дихолинсукцинат) – средство, повышающее 

чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину и показана его 

эффективность на биомоделях заболеваний, для которых инсулиновая 

резистентность является известным патогенетическим фактором.     

Теоретическая и практическая значимость исследования. Теоретическая 

значимость настоящего исследования состоит в том, что выявлена роль 

митохондрии как источника сигнала и участника инсулиновой сигнализации на 

стадии фосфорилирования ИР, посттрансляционной модификации, определяющей 

активность рецепторной тирозинкиназы, что дает обоснование причинно-

следственной связи между митохондриальной дисфункцией и нарушениями 

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

Альцгеймера. Открыт сигнальный путь, регулирующий чувствительность 

инсулинового рецептора к инсулину в нейронах. Исследование раскрывает 

неизвестную ранее роль окислительного сигнала инсулина как необходимой 

составной части механизма фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах и 

роль митохондрий как источника этого сигнала в нейронах. Выявленная 

сверхчувствительность фосфорилирования рецептора инсулина к ингибированию 

окислительного сигнала дает теоретическое объяснение патологическому 

гипофосфорилированию инсулинового рецептора в нейронах как явлению, 

возникающему, когда окислительный сигнал инсулина по какой-либо причине не 

достигает определенного порогового значения, в частности при деполяризации 

митохондрий. Связанное с деполяризацией митохондрий в условиях глутаматной 

эксайтотоксичности гипофосфорилирование рецептора инсулина и нижележащих 

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

инсулиновой резистентности и создает теоретические предпосылки для разработки 
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новых подходов к лечению заболеваний, связанных с глутаматной 

эксайтотоксичностью, включая ишемический инсульт.   

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 

ишемического 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. Методология исследований построена на 

измерениях фосфорилирования инсулинового рецептора и нижележащих киназ, а 

также измерениях Н2О2, потенциала внутренней мембраны митохондрий и 

внутриклеточного кальция в различных экспериментальных условиях. Для 

подтверждения основных результатов используется широкий спектр методов, в том 

числе биохимические методы анализа, ELISA, мультиплексный анализ 

фосфопротеинов и флуоресцентная микроскопия с использованием зондов. 

Объектами исследования in vivo являются мелкие лабораторные животные – мыши 

линии C57Bl/6 и крысы линии Вистар. Методология исследования in vivo построена 

на измерениях магнитно-резонансной спектроскопии на ядрах 1Н и 31Р, 

позволяющей неинвазивно прижизненно измерять содержание нейронального 

маркера N-ацетиласпартата и макроэргов АТФ и фосфокреатина в мозге животных 

в сопоставлении с тестами когнитивной функции в биомоделях ишемии, старения 

и токсичности β-амилоида.    

Личный вклад. Автор лично провел анализ научной литературы по теме 

диссертации, принимал непосредственное участие в постановке целей, задач и 

разработке планов и протоколов исследований. Автор выдвинул идею, разработал 
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план исследований и координировал исследования механизмов регуляции 

чувствительности инсулиновых рецепторов в нейронах, а также впервые 

синтезировал дихолинсукцинат, нейрональный инсулин-сенситайзер, и 

координировал его исследования на биомоделях. Автором проведены анализ и 

обобщение полученных данных, подготовлены публикации, полностью 

отражающие все полученные результаты. Доклады по теме диссертации были 

представлены лично автором на все-российских и международных научных 

конференциях.  

Положения, выносимые на защиту: 

1. Митохондрия участвует в инсулиновой сигнализации в качестве источника 

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

скорость генерации сигнальной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость 

Михаэлиса-Ментен от концентрации сукцината в интервале его физиологически 

релевантных концентраций, и эта сигнальная Н2О2 вовлечена в ингибирование 

активности протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов 

фосфорилирования инсулинового рецептора. 

2. В нейронах обнаружен сигнальный путь, регулирующий чувствительность 

инсулинового рецептора, где объектом регуляции является фосфорилирование 

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 

кратковременное повышение скорости образования Н2О2 в ответ на инсулин, 

предшествующее фосфорилированию инсулинового рецептора и играющее 

ключевую роль в регуляции степени фосфорилирования инсулинового рецептора в 

нейронах. 

4. Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах проявляет 

сверхчувствительность к ингибированию окислительного сигнала, что выражается 

в резком сигмоидальном падении способности рецептора к фосфорилированию в 
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ответ на инсулин при подавлении окислительного сигнала, что дает теоретическое 

обоснование явления патологического гипофосфорилирования инсулинового 

рецептора в условиях, когда нет недостатка в инсулине.   

5. Глутаматная эксайтотоксичность вызывает гипофосфорилирование 

инсулинового рецептора и нижележащих киназ сигнального каскада инсулина Akt, 

mTOR и GSK3β, что объясняет развитие нейрональной инсулиновой 

резистентности в состояниях, где глутаматная эксайтотоксичность является 

известным поражающим фактором, в частности при ишемическом инсульте. 

 6. На основе выявленных механизмов создан нейрональный инсулин-

сенситайзер (дихолинсукцинат), повышающий фосфорилирование ИР в ответ на 

физиологически релевантные концентрации инсулина, и исследована его 

эффективность на биомоделях церебральной ишемии, старения и токсичности β-

амилоида, где инсулиновая резистентность является одним из известных 

патогенетических факторов.  

Степень достоверности и апробация результатов исследования. 

Достоверность полученных результатов основана на выборе методов исследования, 

которые соответствуют цели, объекту и задачам исследования; выборе нескольких 

объектов исследования и нескольких методов исследования для решения каждой из 

задач; использовании достаточного количества объектов в группах сравнения и 

адекватных методов статистического анализа данных исследования; и высокой 

степени согласованности результатов исследования. По результатам диссертации 

опубликовано 25 статей в зарубежных и отечественных журналах из списка ВАК, в 

том числе 8 из них входящих в первый квартиль (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 Европейский патент, 3 патента США, 

1 патент Японии и 3 патента КНР. Результаты исследования были представлены на 

конференциях: шестой международный конгресс «Наука и технология открытия 

лекарств» (18-22 октября 2008 г., Пекин, Китай), международная конференция по 
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болезни Альцгеймера (26-31 июля 2008 г., Чикаго, США), четвертый европейский 

конгресс международной ассоциации геронтологии и гериатрики (5-8 июля 2007 г., 

С.-Петербург, Россия), третий национальный конгресс по регенеративной медицине 

(15-18 ноября 2017 г., Москва, Россия), двадцатая научно-практическая 

межрегиональная конференции «Биомедицина и биомоделирование» (22-23 мая 

2024 г., Московская область – Санкт-Петербург – Ростов-на-Дону).  

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа оформлена в 

соответствие с Национальным стандартом Российской Федерации ГОСТ Р7.0.11-

2011, изложена на 255 листах машинописного текста, состоит из введения, 6 глав, 

заключения, выводов, списка сокращений, списка литературы и 4 приложений 

(справочных). Список литературы включает 433 источника. Текст иллюстрирован 

24 таблицами и 53 рисунками.   
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Инсулин в центральной нервной системе 

Инсулин представляет собой полипептид с массой 5,7 кДа, который 

секретируется β-клетками поджелудочной железы и действует на рецепторы в 

тканях-мишенях, таких как печень, скелетные мышцы и жировая ткань, регулируя 

метаболизм глюкозы и липидов. Официальный приоритет открытия инсулина 

принадлежит Бантингу, Маклеоду и Бесту из университета Торонто, которые 

выделили инсулин из экстракта поджелудочной железы и впервые успешно 

применили его как сахаропонижающее средство у пациента с инсулинозависимым 

сахарным диабетом в январе 1922 г. [15, 16].  Структура инсулина была 

расшифрована тридцать три года спустя британским биохимиком Фредериком 

Сенгером в 1955 г. [17]. Хотя инсулин широко рассматривается как гормон, 

регулирующий гомеостаз глюкозы, его функции значительно шире. 

Открытие инсулина и инсулиновых рецепторов в мозге крыс в 1978 г. [18, 19], 

а затем и в мозге человека в 1981 г. [20], поставило вопрос о происхождении и 

функциях инсулина в центральной нервной системе (ЦНС). В ранних работах было 

обнаружено, что хотя уровни инсулина в крови значимо отличались у здоровых 

животных и животных со стрептозотоциновым диабетом, таких отличий не было 

обнаружено в мозге, на основании чего была выдвинута гипотеза, что инсулин 

может продуцироваться мозгом, а не только поджелудочной железой, и роль 

инсулина в ЦНС может быть не связана с периферическим метаболизмом глюкозы 

[21, 22].     

К настоящему времени накопились многочисленные доказательства того, что 

существует по меньшей мере два источника инсулина в мозге: (1) транспорт 

инсулина из кровотока в мозг через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) путем 

насыщаемого рецептор-опосредованного трансцитоза [23, 24, 25, 26, 27] и (2) 

локальный синтез инсулина в нейронах мозга [28, 29, 30, 31, 32, 34]. В пользу 

существования синтеза инсулина de novo в нейронах свидетельствует ряд фактов. 
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В исследованиях in vitro на культурах клеток мозга грызунов инсулин и мРНК 

инсулина были найдены в нейронах [28, 29, 30], но не в глиальных клетках [28, 31]. 

Инкубация культур нейронов с меченым [3Н]-лейцином приводила к появлению 

меченого [3H]-инсулина в среде инкубации [32]. Экспрессия гена препроинсулина 

2 (Ins2), ортолога гена инсулина млекопитающих была обнаружена у грызунов в 

гиппокампе [33, 34], коре головного мозга [35] и передней обонятельной луковице 

[34]. Области активной транскрипции гена INS были обнаружены в нескольких 

областях человеческого мозга, включая гиппокамп, кору головного мозга и 

мозжечок [34].  

Особенностью нейронального инсулина является то, что он секретируется 

нервными окончаниями в ответ на деполяризацию. Так, деполяризация нейронов в 

первичной культуре мозга крыс вератридином (Na+-ионофор) или повышение 

концентрации внеклеточного K+ в присутствии Ca2+, вызывала секрецию инсулина 

[32]. Этот же эффект высвобождения инсулина был получен при деполяризации 

нервных терминалов (синаптосом), на основании чего авторы работы сделали 

вывод, что инсулин хранится в мозге взрослых крыс в синаптических везикулах 

внутри нервных окончаний, из которых он может быть высвобожден экзоцитозом в 

условиях нейрональной активности [36]. Если транспорт инсулина, произведенного 

поджелудочной железой, в мозг в целом согласуется с представлениями об 

инсулине как о гормоне, то локальный синтез инсулина в нейронах, хранение в 

синаптических везикулах и высвобождение в ответ на деполяризацию указывает на 

особые функции нейронального инсулина в мозге. В контексте этих особых 

функций было показано, что инсулин участвует в процессах регуляции 

синаптической пластичности в ЦНС, регулируя как долговременную потенциацию, 

так и долговременную депрессию, механизмы, связанные с формированием 

памяти. В возбуждающих синапсах инсулин способствует нейротрансмиссии, 

опосредованной ионотропным глутаматным рецептором подтипа N-метил-D-

аспартата (NMDAR), тем самым индуцируя долговременную потенциацию. 

Инсулин стимулирует транслокацию функциональных рецепторов NMDAR к 
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клеточной мембране [37] и потенцирует токи NMDAR, причем величина этих токов 

зависит от дозы инсулина, времени воздействия и состава субъединиц NMDA 

рецептора [38, 39, 40, 41,42]. Структурно NMDAR представляет собой 

гетеротетрамер, состоящий из 4 субъединиц и включающий по 2 субъединицы 

подтипов NR1 и NR2. Инсулин быстро потенцирует ответы NMDAR,  имеющие в 

своем составе субъединицы NR2A и NR2B, но не NR2C и NR2D [38], через 

транзиторное тирозинфосфорилирование субъединиц NR2A и NR2B в составе 

NMDAR [40]. Инсулин снижает нейротрансмиссию, связанную с ионотропными 

глутаматными рецепторами подтипа α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-

изоксазолпропионовой кислоты (AMPAR), индуцируя ДВД [43, 44]. Инсулин 

стимулирует транслокацию рецептора γ-аминомасляной кислоты типа А 

(GABAAR) из внутриклеточного компартмента к постсинаптической мембране, 

тем самым увеличивая плотность функциональных рецепторов в 

постсинаптическом домене тормозящих синапсов [45]. Кроме того, высокие 

нефизиологические концентрации инсулина (500 нМ) индуцируют тоническую 

проводимость в нейронах CA1 гиппокампа через активацию высокоаффинных 

экстрасинаптических каналов GABA типа A, содержащих субъединицу α5, тем 

самым ограничивая возбудимость нейронов CA1 [46]. В совокупности 

приведенные данные указывают на прямое участие инсулина в регуляции 

синаптической пластичности, особенно в потенцировании токов NMDAR в 

возбуждающих синапсах.  

Инсулин в ЦНС участвует в процессах обучения и формирования памяти [47], 

регуляции пищевого поведения [48] и метаболизма глюкозы в мозге [49, 50, 51, 52, 

53, 54]. Регулируемый инсулином транспортер глюкозы 4 (GLUT4) экспрессируется 

наряду с основным нейрональным транспортером глюкозы 3 (GLUT3) в базальных 

отделах переднего мозга, гиппокампе, миндалевидном теле, коре головного мозга и 

мозжечке [49], а также в гипоталамусе [50]. Инсулин стимулирует транслокацию 

GLUT4 к плазматической мембране гиппокампа крысы [51], усиливает локальный 

гликолитический метаболизм, а также улучшает пространственную память [52]. 
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Ингибирование GLUT4 в ЦНС само по себе не ухудшает характеристик 

пространственной памяти, но предотвращает эффект усиления когнитивных 

функций инсулином [53]. Индуцированная инсулином транслокация GLUT4 к 

мембране нейронов в гиппокампе происходит в периоды высокой потребности в 

энергии, в частности, во время обучения, что указывает на наличие причинно-

следственной связи между нарушением регуляции инсулинозависимого транспорта 

глюкозы в некоторых областях мозга и когнитивными нарушениями [54]. В целом, 

инсулин усиливает метаболизм глюкозы в мозге в условиях высокой потребности в 

энергии, но не влияет на базовый метаболизм, из-за чего мозг ранее считался 

инсулин-нечувствительным органом.   

1.2 Инсулиновый рецептор в центральной нервной системе  

Инсулиновый рецептор (ИР) представляет собой гетеротетрамерный 

гликопротеин, состоящий из двух α-субъединиц и двух β-субъединиц, связанных 

дисульфидными мостиками, причем каждая внеклеточная α-субъединица содержит 

высокоаффинный и низкоаффинный сайты связывания инсулина, а 

цитоплазматическая часть трансмембранной β-субъединицы обладает 

тирозинкиназной активностью [55].   

Существуют две структурно и функционально различные изоформы 

рецептора инсулина, а именно длинная изоформа В (ИР-В), которая преобладает в 

периферических тканях взрослых млекопитающих (мышцы, печень, почки и 

жировая ткань), и короткая изоформа A (ИР-A), у которой  в результате 

альтернативного сплайсинга экзона 11 отсутствуют 12 аминокислот на C-конце α-

субъединицы рецептора [56]. Обе изоформы имеют схожую аффинность к инсулину 

в терминах полумаксимального ингибирования связывания инсулина (IC50) в 

анализе на конкурентное связывание лигандов [57, 58, 59, 60], и эти значения IC50 

близки к концентрациям инсулина, требуемым для полумаксимального 

фосфорилирования рецептора (EC50), являющегося общим механизмом активации 

для обеих изоформ рецептора [57]. Обе изоформы имеют схожую эффективность 
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при активации инсулином in vitro [61], однако, короткая изоформа ИР-А не имеет 

отрицательной кооперативности в связывании инсулина, который характерен для 

ИР-B [56, 57]. Важнейшим отличием короткой изоформы ИР-А от ИР-В является ее 

способность эффективно связывать инсулиноподобный фактор роста 2 (IGF2) при 

физиологически значимых концентрациях последнего, что ведет к активации ИР-А 

[57, 58, 59, 60, 62, 63] (Таблица 1).      

Таблица 1 - Связывающие свойства изоформ ИР-А и ИР-В ([65]). 

Параметр Клетки ИР-А ИР-В Ссылка 

Инсулин 

IC50, нМ CHO 0,9 1,6 58  

 R¯мыши 0,9 1,0 57 

 R¯мыши 0,4 0,5 59 

 CHO 0,3 0,5 60 

EC50, нМ R¯мыши 0,8 1,1 57 

 CHO 0,6 0,7 57 

 NIH 3T3 0,7 0,8 57 

 HEK‐293 2,7 2,6 61 

IGF2 

IC50, нМ R¯мыши 2,5 >20,0 57 

 CHO 2,2 10,0 60 

EC50, нМ R¯мыши 3,0 24,0 57 

 CHO 3,8 30,0 57 

 NIH 3T3 3,6 22,0 57 

Сокращения: IC50, полу-максимальное ингибирование связывания в анализе 

конкуренции лигандов; EC50, полу-максимальная эффективная концентрация, 

необходимая для достижения 50% максимальной активности рецептора; R¯мыши, 

клетки с целенаправленным нарушением гена рецептор инсулиноподобного 

фактора роста (IGFR), трансфицированные ИР-А или ИР-В. 

Метаболические и митогенные эффекты инсулина и IGF2, опосредуемые ИР-

А, могут при этом отличаться, что, как полагают, связано с меньшей 

эффективностью фосфорилирования сайта тирозинкиназной активности в β-цепи 
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ИР-А и снижением скорости интернализации рецептора в ответ на стимуляцию 

IGF2 по сравнению с инсулином [64]. 

Рецепторы к инсулину найдены во всех отделах мозга, но с наивысшей 

плотностью в обонятельных луковицах, гипоталамусе, гиппокампе, коре головного 

мозга и мозжечке [19, 66, 11]. В отличие от классических инсулин-чувствительных 

периферических тканей взрослых млекопитающих (печень, мышцы, жировая 

ткань), где преобладает длинная изоформа рецептора ИР-В, нейроны в ЦНС 

экспрессируют исключительно короткую изоформу ИР-A [11, 12, 13, 14] (Таблица 

2).  

Таблица 2 - Распределение рецепторов ИР-А и ИР-В в ЦНС и периферических 

тканях взрослых млекопитающих ([65]). 

Ткань/клетки Вид ИР-А ИР-В Ссылка 

Центральная нервная система 

Мозг Крыса ++ − 11 

Синаптосомы     

Гиппокамп Крыса ++ − 13  

Гипоталамус  Крыса ++ − 13 

Обонятельный 

бугорок 
Крыса ++ − 

13 

Кора Крыса ++ − 14 

Астроциты Человек + ++ 12 

Астроциты Человек ++ + 67 

Периферические ткани 

Печень Человек + ++ 56, 68  

Мышцы Человек + ++ 68  

Жировая ткань Человек, крыса + ++ 13, 68  

Символы указывают на отсутствие (−), присутствие в количестве <50% (+) или 

>50% (++) конкретной изоформы в ткани/клетке.  

Рецепторы ИР-А обнаруживаются как в соме, так и на периферических 

участках нейронов, но в наивысшей концентрации в постсинаптической плотности 

дендритных шипиков, где ИР-А локализованы вместе с NMDAR, что указывает на 

роль инсулиновой сигнализации в функционировании возбуждающих синапсов 
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[11]. Клетки глии экспрессируют обе изоформы инсулинового рецептора ИР-А и 

ИР-В [12, 67], но их плотность существенно ниже, чем в нейронах [66, 11].  

IGF2 эффективно связывается не только с ИР-А, но также с рецепторами 

инсулиноподобного фактора роста типа 1 (IGF1R) и 2 (IGF2R) [69, 70], что 

затрудняет понимание специфической роли IGF2/ИР-А сигнализации в эффектах 

IGF2 в мозге. IGF2 широко экспрессируется в ЦНС, где участвует в регуляции 

синаптической пластичности [71, 72, 73, 74]. Единственный доказанный процесс, в 

котором эффекты IGF2 опосредуются только ИР-А, но не рецепторами IGF1R и 

IGF2R, — это активация взрослого нейрогенеза в субвентрикулярной зоне боковых 

желудочков [75, 76]. Известно, что взрослый нейрогенез особенно усиливается 

после ишемического инсульта (инфаркта мозга), когда вновь образовавшиеся 

нейробласты и клетки-предшественники олигодендроцитов мигрируют из 

субвентрикулярной зоны к границе зоны ишемии, где они вовлекаются в процесс 

постинсультной регенерации [77]. Было показано, что экспрессия IGF2 в мозге 

долговременно повышается после эпизодов гипоксии-ишемии [78] и 

внутримозгового кровоизлияния [79], что указывает на возможное участие IGF2 в 

процессах постинсультной регенерации. В этом контексте IGF2/ИР-А сигнализация 

может рассматриваться как мишень для создания новых лекарственных средств, 

направленных на реабилитацию после инсульта.           

1.3 Активация инсулинового рецептора 

Инсулиновый рецептор является тирозинкиназой, которая катализирует 

реакцию фосфорилирования остатков тирозина в белках-субстратах инсулинового 

рецептора (IRS), в частности, IRS1 в присутствии аденозинтрифосфата (АТФ):  

IRS1 + АТФ → pY-IRS1 + АДФ 

где pY-IRS1 – тирозинфосфорилированный IRS1, а АДФ – аденозиндифосфат.   

Структура тирозинкиназного домена рецептора в активном и неактивном 

состоянии была расшифрована Стивеном Хаббардом и его коллегами в 1994 и 1997 

гг. с использованием метода рентгеноструктурного анализа [80, 81, 82]. В 
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неактивном состоянии каталитический сайт киназы находится в состоянии 

аутоингибирования псевдосубстратом, так называемой петлей активации, где один 

из тирозинов петли Y1150 (нумерация ИР-А) образует водородную связью с 

каталитическим аспартатом D1120. В неактивной конформации петля активации 

пространственно запрещает доступ АТФ (сайт связывания K1018) и субстрата к 

активному центру киназы (Рисунок 1) [80]. Связывание рецептора с инсулином 

вызывает фосфорилирование трех остатков тирозина Y1146, Y1150 и Y1151 в петле 

активации, что ведет к главному конформационному изменению, открывающему 

неограниченный доступ субстрата и АТФ к каталитическому сайту киназы [81] и 

последующему 200-кратному увеличению тирозинкиназной активности рецептора 

[82].  

 

Рисунок 1 - Схема активации инсулинового рецептора. Рецепторная киназа в 

неактивном состоянии находится в состоянии аутоингибирования, которое 

стабилизировано водородной связью между Y1150 (нумерация ИР-А) и 

каталитическим D1120, причем доступ субстратов и АТФ к активному центру 

киназы пространственно запрещен. Связывание рецептора с инсулином вызывает 

фосфорилирование остатков тирозина 1146, 1150 и 1151 в петле активации с 

образованием остатков фосфотирозина pY1146, pY1150 и pY1151, что ведет к 

главному конформационному изменению, которое открывает доступ субстрата 
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(например, IRS1) и АТФ к каталитическому сайту киназы и активации рецепторной 

тирозинкиназы, что считается активацией рецептора. Киназа фосфорилирует IRS1 

в присутствии АТФ, образуя тирозинфосфорилированную форму pY-IRS1, которая 

способна передавать сигнала от рецептора к нижележащим участникам 

сигнального пути рецептора инсулина. 

Фосфорилирование петли активации в ответ на стимуляцию инсулином 

является обратимым. Дефосфорилирование рецептора катализируется целым 

рядом внутриклеточных протеинтирозинфосфатаз, среди которых важную роль 

играет протеинтирозинфосфатаза 1B (PTP1B), что ведет к инактивации 

инсулинового рецептора [83, 84]. Реакция дефосфорилирования вторична по 

отношению к активации инсулинового рецептора, так как PTP1B сама является 

субстратом рецепторной тирозинкиназы и фосфорилирование остатков тирозина 

Y152/Y153 в составе PTP1B необходимо для каталитической активности PTP1B 

[85]. Этот способ взаимодействия ИР и PTP1B формирует обратную отрицательную 

связь в регуляции активности ИР (Рисунок 2).  

 

Рисунок 2 - Схема инактивации инсулинового рецептора фосфатазой PTP1B. 

Инсулин стимулирует переход рецептора ИР в активную фосфорилированную 

форму pY-ИР, которая фосфорилирует субстрат IRS1 с образованием активной 

сигнальной формы pY-IRS1, запускающей каскад инсулиновой сигнализации. 

Кроме того, активная форма рецептора pY-ИР фосфорилирует тирозинфосфатазу 

PTP1B c образованием активной фосфорилированной формы pY-PTP1B, которая в 
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свою очередь дефосфорилирует и инактивирует инсулиновый рецептор, 

терминируя инсулиновую сигнализацию.      

 В целом, активность протеинтирозинфосфатаз ограничивает время 

существования рецептора в активном состоянии, но не влияет на активацию 

рецептора инсулином. 

Известно, что G-белки участвуют в активации инсулинового рецептора. Gαi2 

является специфическим G-белком, который ассоциируется с ИР в периферических 

тканях и влияет на фосфорилирование ИР пропорционально степени такой 

ассоциации [93]. Фосфорилирование ИР и IRS1 в ответ на введение инсулина in 

vivo заметно усиливалось в жире и скелетных мышцах мышей Q205L Gαi2, которые 

постоянно экспрессировали активный Gαi2 [94]. Напротив, фосфорилирование IRS1 

в периферических тканях заметно снижалось у трансгенных мышей с дефицитом 

Gαi2 в ответ на введение инсулина по сравнению с нормальным контролем [95]. 

Стимуляция адипоцитов инсулином вызывает выброс перекиси водорода, которая 

ингибирует каталитический сайт протеинтирозинфосфатаз, негативных 

регуляторов инсулиновой сигнализации. Генерация этого окислительного сигнала 

инсулина в адипоцитах опосредуется Gαi2 [93, 363], который наряду с другими 

белками Gαi/o ингибируется коклюшным токсином (pertussis toxin, PTX) [364]. В 

этом контексте функция G-белков, в частности Gαi2, связана с поддержанием 

высокой активности рецептора инсулина в процессе фосфорилирования через 

ингибирование ферментов дефосфорилирующих и инактивирующих инсулиновый 

рецептор. 

1.4 Сигнальная система рецептора инсулина в мозге 

Сигнальная система инсулинового рецептора построена как сложная сеть 

сигнальных путей, в которых участвует множество сигнальных молекул. Поэтому 

общим основным подходом к изучению этой системы является выявление так 

называемых «критических узлов» (critical nodes) в сети передачи сигнала, которые 
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в наибольшей степени определяют биологический результат действия инсулина 

[96].      

Связывание инсулина (или IGF2 в случае ИР-А) с рецептором на мембранах 

клеток ведет к фосфорилированию рецептора по трем тирозинам активационной 

петли и активации рецепторной тирозинкиназы (раздел 1.1.4), которая далее 

фосфорилирует остаток тирозина Y960 (нумерация ИР-А) в околомембранном 

домене рецептора, создавая сайт связывания с крупными белками-субстратами 

инсулинового рецептора, среди которых IRS1, IRS2 и IRSp53 наиболее широко 

представлены в ЦНС [11, 96, 97, 99]. 

Инсулиновый рецептор и ассоциированные с ним субстраты IRS, из которых 

наиболее изучен IRS1, образуют первый критический узел сигнальной системы 

инсулина. IRS1 представляет собой стыковочный белок, который передает сигнал 

от инсулинового рецептора к нижестоящим регуляторным элементам. В ответ на 

связывание инсулина, рецепторная тирозинкиназа ИР активируется и 

фосфорилирует по меньшей мере восемь остатков тирозина Y460, Y608, Y628, 

Y895, Y939, Y987, Y1172 и Y1222 в составе IRS1, которые формируют несколько 

сайтов связывания с теми сигнальными молекулами, которые имеют src-

гомологичный 2 (SH2) домен. В частности, pY608/Y939 образуют сайт связывания 

с регуляторной субъединицей р85α фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K), pY895 

со связывающим белком 2 рецепторов факторов роста (Grb2), а рY1172 с 

тирозинфосфатазой SHPTP2, что обеспечивает дальнейшее разветвление сигнала 

рецептора инсулина по нескольким нижележащим сигнальным путям [100] 

(Рисунок 3).    
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Рисунок 3 - Сигнальная система инсулинового рецептора в ЦНС. Связывание 

рецептора (ИР-А) с инсулином ведет к активации рецептора, его ассоциации с IRS1 

и тирозинфосфорилированию IRS1 (IRS1pY) по сайтам связывания с PI3K 

(pY608/pY939) и Grb2 (pY895). Сигнальный путь IRS1pY/PI3K/PIP3/PDK1/mTORC2 

ведет к фосфорилированию АКТ по остаткам треонина (pT308) и серина (pS474), что 

ведет к полной активации АКТ киназы (AKTpTpS) и фосфорилированию 

нижележащих субстратов GSK3β, BAD, TSC2, FOXOs и др., что опосредует 

множество биологических эффектов инсулина, включая регуляцию метаболизма, 

рост нейритов, синтез белка и выживание. Сигнальный путь Grb2/Raf/Mek/Erk1,2 

ведет к активации митоген-активируемых протеинкиназ и опосредует процессы 

формирования памяти. Сигнальный путь ИР-А/IRSp53 участвует в регуляции числа 

синапсов и синаптической пластичности в возбуждающих нейронах. Сигнализация 

инсулинового рецептора в ЦНС регулирует число синапсов, пластичность 

дендритов и функцию нейронной сети в целом [112]. Сокращения: АКТ, 

протеинкиназа AKT/B; IRS1, инсулинового рецептора субстрат 1; BAD, BLC2 

антагонист клеточной смерти; BLC2, регулятор апоптоза BLC2; eIF4E, 

эукариотический фактор инициации трансляции 4Е; Erk1,2, внеклеточным 
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сигналом-активируемая киназа 1,2; 4EBP1, связывающий белок 1 эукариотического 

фактора инициации трансляции 4Е; FOXOs, англ. forkhead box белок O; Grb2, 

рецепторов факторов роста связывающий белок 2; GSK3β, гликогенсинтазы киназа 

3β; GS, гликогенсинтаза; GTP, гуанозинтрифосфат; Mek, митоген-активируемая 

протеинкиназа; mTORC1/2, мишень рапамицина млекопитающих комплекс 1/2; 

PI3K, фосфатидилинозитол-3-киназа; PIP3, фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат; 

PDK1, фосфатидилинозитол-зависимая киназа 1; Raf, Raf-1 киназа; r56, 

рибосомальный белок S6; RHEB, гомолог RAS в мозге; S6K, S6 киназа; TSC2, 

туберин. 

PI3K представляет собой гетеродимер, состоящий из регуляторной 

субъединицы р85α, имеющей SH2 домен, и каталитической субъединицы р100. 

Последняя фосфорилирует мембраносвязанный фосфатидилинозитол-4,5-

дифосфат (PIP2) с образованием фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфата (PIP3), 

образующего сайт связывания с белками, которые имеют домен гомологичный 

плекстрину (PH), в частности с протеинкиназами D1 (PKD1) и B (AKT/PKB) [101]. 

PKD1 фосфорилирует АКТ по остатку треонина Т308, а киназа mTORC2 

(mammalian target of rapamycin complex 2) по остатку серина S473, что ведет к 

полной активации АКТ киназы. АКТ киназа представляет собой центральный 

критический узел в передаче сигнала рецептора инсулина к нижележащим 

сигнальным молекулам, в том числе mTORC1 (mammalian target of rapamycin 

complex 1) [102], которые вместе регулируют такие процессы, как метаболизм, 

синтез белка, клеточный рост, аутофагия, выживание и апоптоз. В целом, эта 

сложная последовательность реакций фосфорилирования формирует 

канонический путь ИР/IRS1/PI3K/mTORС1, общий для ЦНС [99] и 

периферических тканей [103].  

Grb2 представляет собой небольшой цитоплазматический белок, который 

после связывания с тирозинфосфорилированным IRS1 запускает цепь 

внутриклеточных событий, приводящих к активации митоген-активируемых 

(MAP) киназ. Функциональная важность этого сигнального пути в ЦНС в 
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процессах обучения и памяти была показана Жао и коллегами, которые 

обнаружили, что во время обучения в водном лабиринте Морриса у крыс 

происходила активация Grb2/MAPK сигнализации [104].     

Необычный для периферических тканей субстрат инсулинового рецептора 

IRSp53 был открыт в 1996 г. Преимущественным сайтом локализации IRSp53 

является мозг [105]. Инсулин дозозависимо стимулирует быстрое 

тирозинфосфорилирование белка IRSp53 [105, 106]. В сером веществе мозга 

содержание IRSp53 больше, чем в белом, причем IRSp53 представлен во всех 

структурах мозга, включая кору головного мозга (слои II/III, V и VI), стриатум, 

гиппокамп, обонятельный бугорок, обонятельную луковицу, мозжечок, 

субталамическое ядро, миндалевидное тело, гипоталамус и черную субстанцию, 

[107, 108]. На клеточном и субклеточном уровне IRSp53 обнаруживается 

преимущественно в возбуждающих синапсах нейронов, где он концентрируется в 

постсинаптической плотности дендритных шипиков совместно с ИР и NMDAR 

[11]. Уровень IRSp53 в возбуждающих синапсах в 5-17 раз выше, чем в 

ГАМКергических синапсах [108]. IRSp53 взаимодействует со множеством белков-

партнеров в синапсах, в том числе с F-актином, PSD93, PSD95, Kank1, Rac1, Cdc42, 

BAI1, Cypin, DRPLA/Atrophin1, Dynamin, Rps8, Espin, Shank1, Shank3, Spin90, 

Synaptopodin, Tiam1, Wave-1/2 и VASP [109]. IRSp53 способствует формированию 

постсинаптической плотности и связыванию актиновых филаментов [110]. Нокаут 

IRSp53 ведет к снижению плотности дендритных шипиков, а повышение 

экспрессии IRSp53, напротив, увеличивает их плотность и размер [111].  

В целом, система инсулиновой сигнализации распространена по всему мозгу 

и включает лиганды (инсулин и IGF2), инсулиновый рецептор (преимущественно 

ИР-А изоформу), и, по меньшей мере, три сигнальных пути: два канонических 

ИР/IRS1/PI3K/АКТ/mTORС1 и ИР/IRS-1/Grb2/Raf/Mek/Erk1,2, а также 

специфический для возбуждающих синапсов путь ИР-А/IRSp53, которые вместе 

обеспечивают множество ответов инсулина в ЦНС, включая процессы 

нейропластичности мозга.  
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1.5 Биологические эффекты инсулина в мозге 

Биологические эффекты инсулина в ЦНС подробно суммированы в ряде 

недавних обзоров, часть из которых вышла к 100-летию открытия инсулина 

Бантингом и Бестом [113, 114, 115, 16, 117]. Условно, эффекты, опосредуемые 

инсулиновым рецептором в ЦНС, можно подразделить на две категории: (а) 

инсулиновый рецептор активируется в ЦНС и биологический эффект 

ограничивается ЦНС, и (б) инсулиновый рецептор активируется в ЦНС, но 

биологические эффекты наблюдаются также и в периферических тканях.  

Первая категория эффектов включает активацию регуляцию нейронального 

компонента в системах обоняния и зрения, защиту нейронов к действию 

повреждающих факторов, поддержание стабильности нейрональной сети, 

поддержание энергетического метаболизма мозга, особенно в условиях 

повышенной потребности в энергии, а также регуляцию нейропластичности. Все 

эти эффекты широко обсуждаются в научной литературе в контексте роли инсулина 

в механизмах формирования памяти и роли инсулина как нейропротектора при 

нейродегенеративных заболеваниях (деменция), психиатрических заболеваниях 

(депрессия, тревожность, шизофрения, аутизм, дефицит внимания и 

гиперактивность), а также при острых состояниях типа черепно-мозговой травмы 

и ишемического инсульта. 

Вторая категория эффектов включает эффекты инсулина в гипоталамусе, 

влияющие на продукцию глюкозы в печени, липогенез и липолиз, аппетит, расход 

энергии периферическими тканями, потребление пищи, поддержание температуры 

тела, выделение гормонов; а также эффекты инсулина в обонятельной системе, 

влияющие на чувствительность к пищевым запахам и связанный с этим аппетит. 

Эта часть эффектов центрального инсулина обсуждается в научной литературе в 

контексте метаболических заболеваний, таких как метаболический синдром, 

ожирение и диабет 2 типа, а также коморбидных состояний с наличием 

одновременно диабета 2 типа и депрессии, тревожности или болезни Альцгеймера 

(БА).     
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1.6 Окислительный сигнал инсулина  

Расшифровка Хаббардом и его коллегами структуры неактивной формы 

рецепторной тирозинкиназы ИР [80] породила вопрос – каким образом происходит 

фосфорилирование петли активации в условиях активации инсулинового 

рецептора, если доступ донора фосфата АТФ в активный центр киназы 

пространственно запрещен? Классическое для других рецепторных киназ 

объяснение, что фосфорилирование ИР может происходить путем 

трансфосфорилирования не отвечает на этот вопрос, так как для 

трансфосфорилирования также нужен донор фосфата АТФ, доступ которого к 

активному центу киназы в инсулиновом рецепторе и в этом случае также запрещен. 

С учетом этих соображений Дреге и его коллеги в 1998 г. представили ряд 

доказательств, что существует еще одна промежуточная реакция в процессе 

активации ИР, которую они назвали окислительно-восстановительное 

праймирование (redox priming) [86, 87]. Дреге показал, что экзогенные окислители, 

такие как перекись водорода (H2O2), облегчали, а экзогенные восстановители и 

антиоксиданты, напротив, ингибировали индуцированное инсулином 

фосфорилирование ИР в экспериментах in vitro [86]. Окислительная модификация 

рецептора по остаткам цистеина была предложена в качестве структурной основы 

праймирования, так как неокисляемый мутант ИР, полученный заменой остатка 

цистеина С1126 (нумерация ИР-А) на аланин в составе β-цепи инсулинового 

рецептора, показал дефектное фосфорилирование в условиях стимуляции 

инсулином [87]. С1126 расположен в непосредственной близости от 

каталитического аспартата D1120, и его окислительная модификация теоретически 

могла бы повлиять на доступ к АТФ к активному центру киназы, но это не было 

доказано. Несмотря на наличие ряда фактов в пользу гипотезы окислительного 

праймирования как составной части процесса активации киназы инсулинового 

рецептора, эта гипотеза не получила последующего развития, так как не было 

представлено прямых доказательств того, что такое праймирование действительно 

имеет место в процессе активации инсулинового рецептора в отсутствие 
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экзогенных окислителей и что существует связь между таким праймированием и 

фосфорилированием рецептора в физиологических условиях.        

При исследовании эффектов инсулина в жировой ткани в 70-х годах 

двадцатого века было обнаружено, что инсулин стимулирует выброс эндогенной 

Н2О2 адипоцитами [88, 89], а позднее был найден инсулин-чувствительный 

источник Н2О2 в адипоцитах – никотинамидадениндинуклеотидфосфат оксидаза 4 

(Nox4) [90]. Инсулин-индуцированная Н2О2 в адипоцитах и клетках гепатомы 

человека ингибирует протеинтирозинфосфатазу PTPB1, которая дефосфорилирует 

и инактивирует инсулиновый рецептор [90, 343, 344], что указывает на сигнальную 

роль инсулин-индуцированной Н2О2 в адипоцитах. В целом, роль инсулин-

индуцированной Н2О2 (окислительного сигнала инсулина) как положительного 

регулятора инсулиновой сигнализации вполне установлена для адипоцитов, однако 

ничего неизвестно о существовании и роли такой окислительной сигнализации 

инсулина в ЦНС.  

1.7 Инсулиновая резистентность 

Родоначальниками концепции инсулиновой резистентности являются 

Химсворт и Керр, которые в 1939 г. впервые использовали термин 

«нечувствительность к инсулину» для обозначения относительно менее 

выраженного эффекта экзогенного инсулина на уровни глюкозы в крови у 

диабетических пациентов с ожирением по сравнению со здоровым контролем [118]. 

В следующем году, Рут и Карпентер использовали синонимичный термин 

«инсулиновая резистентность» для описания состояний диабетических пациентов 

с нарушенной эффективностью действия инсулина [119]. До 90-х годов двадцатого 

века концепция инсулиновой резистентности применялась только к 

взаимоотношениям инсулина и глюкозы. Однако, на основе накопленных знаний в 

этой области конференция по выработке консенсуса в отношении инсулиновой 

резистентности, состоявшаяся в 1997 г., определила инсулиновую резистентность 

как нарушение любого биологического ответа на экзогенный или эндогенный 
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инсулин [120]. Особо было отмечено, что указанный биологический ответ не 

обязательно связан только с метаболизмом глюкозы, но может отражать, в теории, 

любые процессы, в том числе метаболические процессы (углеводный, липидный 

или белковый метаболизм) и митогенные процессы (рост, дифференцировку 

тканей, синтез ДНК, регуляцию транскрипции генов). Фактически, новое 

определение вывело термин «инсулиновая резистентность» за пределы 

эндокринологии и разрешило его использование для характеристики состояний, не 

связанных с ожирением, метаболическим синдромом и диабетом 2 типа. 

Открытие инсулиновых рецепторов в ЦНС и последующие исследования 

привели к обнаружению феномена центральной инсулиновой резистентности, 

которая характеризуется нарушением биологических ответов на экзогенный или 

эндогенный инсулин в ЦНС [121, 122]. Современные гипотезы рассматривают 

центральную инсулиновую резистентность, иногда называемую инсулиновой 

резистентностью мозга, как важный фактор в патогенезе ряда заболеваний ЦНС, 

таких как болезнь Альцгеймера и другие деменции [123], болезнь Паркинсона 

[124], ишемический инсульт [125], депрессия [126] и черепно-мозговая травма 

[127].  

Центральная инсулиновая резистентность необязательно сопровождается 

инсулиновой резистентностью в периферических тканях и может развиваться как 

независимый процесс, что было доказано, например, при болезни Альцгеймера 

[99]. В то же время, при метаболических заболеваниях, таких как ожирение и 

диабет 2 типа, центральная и периферическая инсулиновая резистентность 

наблюдаются вместе [128].    

В теории, любое нарушение на уровне передачи сигнала инсулинового 

рецептора в сигнальных путях, а также нарушение на уровне экспрессии генов, 

синтеза белка или любое другое нарушение, которое ведет к снижению 

биологического ответа на инсулин, может рассматриваться как причина 

инсулиновой резистентности. Однако, в научной литературе обычно 

рассматриваются две основные причины центральной инсулинорезистентности: (1) 
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нарушение в активации инсулинового рецептора в ответ на инсулин и (2) 

нарушение в передаче сигнала инсулина в нижележащих сигнальных путях, 

происходящее в основном на уровне IRS  белков.   

Исследования в этой области обычно связаны с изучением патогенетических 

механизмов возникновения и развития отдельных заболеваний ЦНС, но 

наибольший прогресс в исследованиях центральной инсулиновой резистентности 

был достигнут при изучении болезни Альцгеймера (БА).     

1.8 Инсулиновая резистентность и болезнь Альцгеймера 

Концепция резистентности мозга к инсулину впервые была предложена 

Хойером в 1998 г. как одно из объяснений гипометаболизма глюкозы, наблюдаемого 

у пациентов с БА [129]. В качестве одной из причин сниженного ответа на инсулин 

в мозге было выявлено падение плотности компонентов сигнальной системы 

инсулина в мозге у некоторых категорий больных БА. Исследование де ла Монте и 

ее коллег показало снижение уровней экспрессии мРНК и белка инсулина, 

инсулиновых рецепторов, снижение общей экспрессии мРНК IRS1, а также 

снижение других индикаторов сигнальной активности инсулина в образцах мозга, 

выделенных посмертно у больных с деменцией по сравнению с контрольными 

образцами мозга от здоровых людей того же возраста [130]. Позднее, эти же 

исследователи продемонстрировали наличие связи между нарушениями 

инсулиновой сигнализации в мозге со степенью тяжести БА по Брааку, причем 

увеличение тяжести по Брааку сопровождалось прогрессивным снижением 

уровней мРНК инсулина и рецептора инсулина, снижением уровней 

аденозинтрифосфата (АТФ) и снижением экспрессии холинацетилтрансферазы 

(ХАТ) [131].   

Снижение экспрессии синаптического субстрата инсулинового рецептора 

IRSp53 было выявлено как одно из проявлений болезни Альцгеймера, причем 

только IRSp53 был снижен из девяти основных белков постсинаптической 

плотности у пациентов с БА [132]. 



 

33 
 

Ключевая работа Тэлбота, Арнольда, и их коллег, опубликованная в 2012 г., 

впервые предоставила прямые доказательства существования центральной 

инсулиновой резистентности у человека как нарушения инсулиновой сигнализации 

на уровне инсулинового рецептора и нижележащих сигнальных путей [99]. 

Инсулинорезистентность выражалась в том, что одна и та же концентрация 

инсулина 1 нМ вызывала пониженное на 26-29% фосфорилирования петли 

активации (Y1146, Y1150, Y1151) рецептора и на 34-58% фосфорилирование сайта 

связывания IRS1 (Y960) рецептора (изоформа А) в образцах мозга, выделенных 

посмертно из коры и гиппокампа больных с БА, чем в сопоставимых контрольных 

образцах, выделенных из мозга здоровых людей того же возраста. При этом 

содержание рецепторов ИР-А в образцах не отличалось между группами. Помимо 

относительного снижения способности рецептора к активации, резистентность 

наблюдалась во всем нижележащем сигнальном каскаде и выражалась как 

относительное снижение к контролю уровня фосфорилирования сигнальных 

молекул, в том числе IRS1 на 90% (pY), Akt1 на 89% (pS473), GSK-3β на 76% 

(pY216), GSK-3β на 83% (pS9), mTOR на 74% (pS2448) и ERK2 на 90% 

(pT185/pY187). При этом общие уровни сигнальных молекул ИРβ, IRS1, IRS2, Akt1, 

GSK3β, mTOR и ERK2 не отличались между группами. Опираясь на полученные 

результаты, авторы сделали вывод, что центральная инсулиновая резистентность 

при БА может возникать на уровне сигнальной системы инсулина как 

относительное снижение уровня содержания активных (фосфорилированных) 

форм сигнальных молекул по сравнению с нормой. Наиболее интересный результат 

исследования состоит в том, что относительное снижение фосфорилирования 

инсулинового рецептора не было связано с дефосфорилированием рецептора, так 

как содержание тирозинфосфатазы PTP1B, дефосфорилирующей инсулиновый 

рецептор, в образцах мозга не отличалось между группами. Из чего авторы сделали 

вывод, что сниженное фосфорилирование инсулинового рецептора не связано с 

активностью протеинтирозинфосфатаз, а является результатом сниженной по 

неизвестной причине чувствительностью рецептора к инсулину.     
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До работы Тэлбота снижение на 80% фосфорилирования ИР-А в ответ на 

инсулин (50 нМ) по сравнению с нормой было показано в культурах нейронов коры 

и гиппокампа крысы, инкубированных в присутствии олигомеров β-амилоида (Аβ) 

[133]. Авторы обнаружили, что эффект Аβ опосредуется активацией NMDAR и 

входом ионов Ca2+ в нейрон, так как глутамат усиливал эффект Аβ, ингибиторы 

NMDA рецептора мемантин и APV, напротив, снижали негативные эффекты Аβ и 

глутамата, а быстрый хелатор Ca2+ BAPTA-AM полностью предотвращал 

негативный эффект Аβ на фосфорилирование ИР-А. Важность этой работы состоит 

в том, что впервые была обнаружена связь между пониженным 

фосфорилированием (активацией) ИР-А в нейронах и эксайтотоксичностью и 

повышением концентрации внутриклеточного Са2+, хотя механизм негативного 

влияния высоких концентраций Са2+ на активность рецептора не был установлен.  

1.9 Инсулиновая резистентность и болезнь Паркинсона  

Относительно более высокое содержание фосфорилированного по остаткам 

серина pS312 белка IRS1, одного из маркеров инсулиновой резистентности, было 

обнаружено в черной субстанции мозга у пациентов с болезнью Паркинсона по 

сравнению с контролем, причем наблюдалась высокая степень совместной 

локализации pS312-IRS1 и телец Леви [134]. Более высокая интенсивность 

окрашивания pS312-IRS1 в черной субстанции наблюдалась у крыс c вирусно-

опосредованной экспрессией мутантного альфа-синуклеина человека A53T 

(модель болезни Паркинсона), чем в контрольной группе [134]. Однако, вопрос о 

прямой связи между инсулиновой резистентностью в черной субстанции и 

развитием собственно болезни Паркинсона остается открытым, так как признаков 

центральной инсулиновой резистентности в отсутствие когнитивных нарушений у 

этих пациентов не обнаруживается [135].    
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1.10 Инсулиновая резистентность и черепно-мозговая травма 

Было показано, что черепно-мозговая травма (ЧМТ) вызывает острую 

центральную резистентность у мышей C57Bl/6, которая исчезает в течение 7 дней 

после однократной травмы, но сохраняется до 28 дней после повторного 

травмирования [136]. Инсулиновая резистентность в этой работе оценивалась как 

ex vivo фосфорилирование (активация) Акт киназы в ответ на инсулин в образцах 

мозга мышей, выделенных после ЧМТ в сравнении с ложнооперированным 

контролем.    

ЧМТ вызывает хроническую синаптическую инсулиновую резистентность, 

что было продемонстрировано как относительное снижение уровня 

фосфорилирования петли активации инсулинового рецептора pY1150/1151 

(нумерация ИР-А) в ответ на инсулин в синаптосомах, выделенных из гиппокампа 

крыс Sprague-Dawley после ЧМТ, по сравнению с ложнооперированным контролем 

[137]. Резистентность сохранялась в течение всего срока наблюдений 3 месяца, при 

неизменной плотности инсулиновых рецепторов в первый месяц и компенсаторном 

повышении к концу наблюдений. 

Исследование с использованием микро-позитронно-эмиссионной 

томографии/компьютерной томографии (микро-ПЭТ/КТ) показало, что после 

трехкратной легкой ЧМТ у мышей наблюдалось снижение метаболизма глюкозы в 

коре, гиппокампе и мозжечке, а также значительный двигательный и когнитивный 

дефицит по сравнению с однократной ЧМТ и ложнооперированными животными 

[138]. 

Исследование на небольшой группе пациентов с ЧМТ средней или тяжелой 

степени (n = 60) в сравнении со здоровым контролем (n = 60) показало, что 

инсулиновая резистентность, оцениваемая по индексу HOMA-IR, встречалась в 

46,7% случаев пациентов с ЧМТ, что более, чем в два раза, превышало 

распространенность инсулиновой резистентности в контроле (18,33%; р = 0,002) 

[139]. 
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Еще одно исследование пациентов с ЧМТ средней и тяжелой степени тяжести 

(n = 85) показало, что наличие инсулиновой резистентности (значение индекса 

HOMA2 ≥1,4) было значимым фактором неблагоприятного прогноза через 6 

месяцев после ЧМТ по шкале Глазго (отношение шансов 3,25 (1,03-10,31), р = 

0,041), исходя из чего авторы сделали вывод, что улучшение нарушенной 

чувствительности к инсулину может быть потенциальной терапевтической 

стратегией для лечения пациентов с ЧМТ [140]. 

В совокупности эти работы указывают на вклад центральной инсулиновой 

резистентности в неблагоприятный прогноз после ЧМТ.  

1.11 Ишемический инсульт и постинсультная инсулиновая 

резистентность 

Ишемический инсульт – это эпизод неврологической дисфункции, вызванный 

фокальным инфарктом головного мозга (некрозом вещества головного мозга). 

Недавний систематический анализ показал, что до пандемии COVID-19, в 2019 г. 

инсульт оставался второй по значимости причиной смерти (11,6%) и третьей по 

значимости причиной вместе взятых смерти и инвалидности (5,7%) в 204 странах 

и территориях [141]. С 1990 по 2019 г. абсолютное число случаев инсульта 

увеличилось на 70,0%, распространенных инсультов увеличилось на 85,0%, а 

смертность от инсульта увеличилась на 43,0% при том, что за тот же период 

стандартизированные по возрасту показатели заболеваемости инсультом снизились 

на 17,0%, распространенность снизилась на 6,0%, а смертность снизилась на 36,0%, 

(5,0–7,0). Прирост произошел за счет увеличения распространенности инсульта 

среди лиц моложе 70 лет. Ишемический инсульт составил в среднем 62,4% всех 

случаев инсульта в 2019 г. Выделяют следующие клинические периоды инсульта: 

острейший период от дебюта инсульта до 3 суток, острый период – до 28 суток, 

ранний восстановительный период – до 6 месяцев, поздний восстановительный 

период – до 2 лет, период остаточных явлений – после 2 лет [142] (Рисунок 4).  
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Рисунок 4 - Клинические периоды ишемического инсульта.  

В острейшем периоде ишемического инсульта падение кровотока в регионе 

мозга вследствие тромба, эмболии или спазма ведет последовательно к гипоксии в 

зоне ишемии, эксайтотоксичности вследствие массового выброса глутамата и 

аспартата, реперфузии после растворения сгустка с массовым выбросом активных 

форм кислорода и началу воспалительного ответа микроглии с выбросом 

провоспалительных цитокинов, что в совокупности ведет к гибели клеток мозга и 

образованию зоны некроза (инфаркта мозга) [143, 144].  

Нормальный средний мозговой кровоток у взрослого человека составляет 

около 50  мл/100  г/мин [145], снижение которого ведет к ишемии, последствия 

которой зависят от степени снижения [143, 146]. Первоначально снижение 

кровотока вызывает обратимые изменения метаболизма, а именно снижение 

синтеза белка и экспрессии генов, повышение анаэробного гликолиза и 

концентрации лактата в ткани мозга. Двукратное и более падение кровотока от 

нормы ведет к падению уровней фосфокреатина и АТФ, нарушению ионного 

гомеостаза Na+, K+ и Ca2+, массовому выбросу глутамата, деполяризации 

внутренней мембраны митохондрий, окислительному стрессу и активации 

ферментов (протеазы, липазы, NO синтазы), что в совокупности вызывает гибель 
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нейронов (инфаркта мозга). Два пороговых значения кровотока выделяют в связи с 

церебральной ишемией – снижение кровотока в три раза от нормы до уровня 16–18 

мл/100 г в минуту ведет к потере электрической функции нейронов; а падение 

кровотока в пять раз до порогового уровня 10–12 мл/100 г в минуту ведет к 

инфаркту мозга [146]. В целом, патологический процесс, приводящий к инфаркту 

мозга в острейшей фазе инсульта, является крайне сложным. Однако, ключевым и 

наиболее широко признанным триггером гибели нейронов при возникновении 

инсульта считается массовое появление внеклеточного глутамата и связанная с 

этим глутаматная эксайтотоксичность [143, 144].     

Глутамат – основной возбуждающий нейротрансмиттер, который 

синтезируется и хранится в пре-синаптических везикулах возбуждающих синапсов, 

откуда выделяется в синаптическую щель в ответ на нейрональную активность. 

Эффекты глутамата опосредуются различными типами рецепторов: ионотропными 

глутаматными рецепторами, включающими AMPAR, NMDAR и каинатные 

рецепторы, а также метаботропными глутаматными рецепторами (mGluR) [147]. 

Ионотропные рецепторы AMPAR и NMDAR наиболее широко представлены в 

постсинаптической плотности и могут регулировать ионные токи в 

миллисекундной временной шкале [148]. Функциональные колебания 

концентрации глутамата в синаптической щели в ответ на нейрональную 

активность характеризуются острым пиком около 1 мМ в интервале около 1,2 мс 

[148]. Потенциал действия 10 мс вызывает быстрое повышение концентрации 

глутамата в синаптической щели более 1 мМ с возвращением к уровню менее 20 

нМ из-за поглощения глутамата нейронами и глиальными клетками [149].  

Глутаматная эксайтотоксичность была обнаружена в 50-х годах двадцатого 

века, когда Хайяши показал, что инъекция глутамата в кору мозга млекопитающих 

вызывает клонические судороги [150], а Лукас и Ньюхаус нашли, что 

парентеральное введение глутамата способно вызвать частичный некроз сетчатки 

глаза у мышей [151]. Ранние работы по нейротоксичности глутамата и его роли в 

ишемическом повреждении мозга суммированы в обзоре 1985 г., где уже тогда был 
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сделан вывод о необходимости создания терапии, блокирующей 

постсинаптические эффекты глутамата для лечения ишемического инсульта [152], 

что инициировало множество исследований в этом направлении, но не привело за 

40 лет к созданию эффективного препарата. 

Динамика изменений концентраций глутамата в плазме крови и 

спинномозговой жидкости (СМЖ) изучалась у пациентов после ишемического 

инсульта (n = 184) против здорового контроля (n = 43) и было показано, что средняя 

концентрация глутамата в СМЖ у пациентов с инсультом в два раза выше, чем в 

контроле (р <0,0001), причем среди пациентов средний уровень глутамата был 

значимо выше у пациентов  с прогрессирующим инсультом, чем у  пациентов со 

стабильным инсультом, 12,5 мкМ и 4,0 мкМ, соответственно (р <0,0001) [153]. У 

пациентов со стабильным инсультом уровень глутамата в СМЖ был высоким 

первые часы после инсульта и возвращался к норме  через 6 часов, тогда как 

уровень глутамата в СМЖ у пациентов в группе прогрессирующего инсульта был 

постоянно выше нормы все первые 24 часа после инсульта. Эти данные, хотя и не 

позволяют прямо оценить динамику глутамата в зоне инсульта, тем не менее 

указывают на связь концентраций глутамата и тяжести инсульта в острейшем 

периоде.   

Средний уровень глутамата в СМЖ пациентов с полушарным ишемическим 

инсультом (n = 110) зависит от тяжести инсульта и имеет прогностическое значение 

[154, 155]. В первые 6 часов после инсульта уровень глутамата в СМЖ в среднем в 

8 раз, а в подгруппе умеренно-тяжелого инсульта в 18 раз превышал уровни у 

здорового контроля, и падал в следующие 12 часов. В группе пациентов с тяжелым 

инсультом уровень глутамата в СМЖ повышался первые 24 часа с тенденцией к 

снижению к 3 дню.  

Двукратно повышенный уровень глутамата в спинномозговой жидкости был 

обнаружен у 128 пациентов в первые 24 часа после ишемического инсульта с  

подтвержденным КТ инфарктом мозга по сравнению со здоровым контролем, при 

этом концентрация глутамата была значительно выше у больных с обширными 
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церебральными инфарктами и у больных с более высокой степенью 

неврологического дефицита [156, 157]. 

Высокий уровень глутамата в коре головного мозга, превышающий более, чем 

в 300 раз норму, определялся методом микродиализа в течение 6 дней после 

инсульта в коре головного мозга пациента с массивным инфарктом мозга 

вследствие окклюзии внутренней сонной артерии [158].  

В еще одном исследовании с медианой поступления пациентов в госпиталь 

через 6,3 часа после ишемического инсульта или транзиторной ишемической атаки, 

со средней суммой баллов 4 по шкале NIHSS, не было выявлено значимых различий 

в уровнях глутамата в СМЖ между пациентами (n = 89) и здоровым контролем (n 

= 31), что не противоречит результатам других исследований, где уровень глутамата 

в СМЖ падал уже к 6 часам после инсульта.   

Согласно многочисленным исследованиям, массовое повышение 

концентрации внеклеточного глутамата в острейшей фазе ишемического инсульта 

происходит в связи с так называемой аноксической деполяризацией, когда из-за 

падения парциального давления кислорода и прекращения поступления глюкозы в 

зону ишемии снижается синтез АТФ, уровень АТФ падает и начинаются нарушения 

ионного гомеостаза. Мозг имеет массу около 2% от массы тела, но при этом 

потребляет до 20% кислорода из-за того, что основным производителем АТФ в 

нейронах являются митохондрии [159]. Основная доля АТФ в мозге потребляется 

ионными насосами, встроенными в плазматические мембраны и мембраны 

внутриклеточных органелл нейронов для того, чтобы поддерживать или 

восстанавливать ионные ингредиенты между различными компартментами в 

периоды нейрональной активности [159, 160]. АТФ используется для обеспечения 

активности Na+/K+-АТФазы (NKA) [161], Ca2+-АТФазы плазматической мембраны 

и эндоплазматического ретикулума [162] и Н+-АТФазы пресинаптических везикул 

[163]. NKA является основным потребителем АТФ, поддерживая низкую 

внутриклеточную концентрацию Na+ и создавая возможность для передачи 

электрических сигналов. При ишемии активность NKA падает из-за снижения 
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синтеза АТФ, что ведет к накоплению внутриклеточного Na+ [164]. Na+/Ca2+-

обменник (NCX), в физиологических условиях отвечающий за удаление кальция из 

клетки, из-за массового накопления внутриклеточного Na+ при ишемии начинает 

действовать в обратном режиме, обменивая внутриклеточный Na+ на внеклеточный 

Ca2+, что ведет к накоплению Ca2+ в пре-синаптическом терминале нейрона и 

вызывает массовое Са2+-зависимое высвобождение глутамата из пресинаптических 

везикул [165]. Помимо NCX в высвобождении пре-синаптического глутамата 

участвуют другие источники Ca2+, например, потенциал-зависимые кальциевые 

каналы (VGCC), которые обеспечивают постоянный приток Ca2+ из-за  коллапса 

ионного градиента в условиях ишемии [166, 167]. Следует отметить, что нейроны 

– это не единственный источник внеклеточного глутамата и астроциты также могут 

служить источником внеклеточного глутамата при ишемии [168].   

Центральным событием в развитии эксайтотоксичности считается активация 

глутаматом NMDAR, что вызывает массовый приток Na+ и Ca2+ в пост-

синаптические терминалы нейронов [169, 170, 171, 172, 173]. Эксперименты in vitro 

на первичных культурах нейронов показали, что воздействие глутамата вызывает 

начальное быстрое увеличение внутриклеточной концентрации свободного Са2+ 

([Са2+]i), за которым следует вторая волна более значительного увеличения [Са2+]i с 

одновременным снижением потенциала внутренней мембраны митохондрий ( ΔΨm) 

[169, 171, 174, 175, 176, 177]. Необратимое вторичное повышение [Са2+]i может 

происходить с задержкой от нескольких минут до двух часов (лаг-период) и 

получило название «отсроченная кальциевая перегрузка» [175] или «отсроченная 

кальциевая дерегуляция» (ОКД) [176]. ОКД постулируется как точка невозврата в 

эксайтотоксичности – считается, что события, происходящие после начала ОКД, 

могут влиять на время гибели клеток, но не могут отменить ее неизбежности [170]. 

ОКД возникает, когда массивный приток Ca2+ больше не уравновешивается оттоком 

Ca2+, что связано с переключением плазматического Na+/Ca2+-обменника на 

реверсивный режим работы и перенаправлением потока Ca2+ в клетку [176, 177]. 

ОКД и другие компоненты эксайтотоксичности глутамата, которые следуют за 
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ОКД, такие как деполяризация митохондрий, открытие переходных пор 

митохондриальной проницаемости, продукция окиси азота, а также активация 

фосфолипаз и протеаз, в совокупности приводят к гибели нейронов [178, 179, 180].  

В фазе реперфузии, повышенная активность NMDAR ведет к появлению 

активных форм кислорода (АФК), в основном супероксид-анион радикала O2
–• и 

перекиси водорода Н2О2, продуцируемых респираторной цепью митохондрий [181, 

182, 183, 184, 185, 186, 187, 188] и никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

(NADPH) оксидазой 2 (NOX2) [189, 190, 191, 192, 193]. Основным продуцентом 

АФК в условиях глутаматной эксайтотоксичности является NOX2 [194], но 

повышение концентрации O2
–• в митохондриальном компартменте может вносить 

даже больший вклад в гибель нейронов из-за высокой ингибирующей способности 

O2
–• в отношении аконитазы, фермента цикла трикарбоновых кислот, участвующего 

в многостадийном процессе синтеза АТФ в митохондриями [194].  

Острейшая фаза ишемического инсульта также характеризуется началом 

воспалительного ответа микроглии в зоне инфаркта, который активируется с 

появлением молекул из поврежденных или мертвых клеток, так называемых 

связанных с повреждением молекулярных паттернов (DAMPs), в том числе 

аденозина, белков теплового шока, белка бокс 1 группы высокой подвижности 

(HMGB1). Эти паттерны распознаются соответствующими рецепторами 

врожденной иммунной системы и активируют канонический путь активации 

ядерного фактора κВ (NF-κB), который ведет к экспрессии множества генов, в том 

числе провоспалительных цитокинов, запуская начальную фазу воспаления   [195].  

Фармакологические подходы к снижению глутаматной токсичности 

разрабатывались в течение многих лет, но не привели к появлению препарата для 

лечения ишемического инсульта [196]. Антагонисты NMDAR, включая 

конкурентные, неконкурентные и частичные антагонисты, не показали 

эффективности в крупных контролируемых клинических испытаниях [197, 198, 

199, 200, 201, 202]. Во всех указанных клинических исследованиях введение 

антагониста NMDAR начиналось не ранее 6 часов с начала инсульта и 



 

43 
 

продолжалось в течение от 4 недель до 3 месяцев, то есть за пределами острого 

периода эксайтотоксичности, что указывает на неудачный в целом выбор дизайна 

этих исследований.     

Основным доказанным подходом к лечению ишемического инсульта в 

острейшем периоде является внутривенная тромболитическая терапия, которая 

показана пациентам с верифицированным ишемическим инсультом в случае, если 

время от появления первых симптомов заболевания до момента начала лечения не 

превышает 4,5 часов («терапевтическое окно») [203]. Систематический обзор 2014 

г., включивший 27 испытаний с участием 10187 человек, в которых тестировали 

урокиназу, стрептокиназу, рекомбинантный тканевый активатор плазминогена, 

рекомбинантную проурокиназу или десмотеплазу показал, что тромболитическая 

терапия, назначаемая в первые часы после инсульта, значимо снижала долю 

пациентов с ишемическим инсультом, которые умерли или имели высокую 

зависимость по шкале Рэнкина через три и шесть месяцев после инсульта, причем 

лечение в течение трех часов после инсульта было наиболее эффективным [4]. В то 

же время тромболитическая терапия связана со значительным превышением 

смертности в течение первых 7-10 дней от внутричерепных кровоизлияний. 

В остром периоде ишемического инсульта происходит отсроченная гибель 

нейронов вследствие активации механизмов апоптоза и нейровоспаления. Инсульт 

запускает несколько путей апоптоза, строго регулируемой формы гибели клеток, в 

том числе внешний (рецепторный) и внутренний (митохондриальный) пути [204]. 

Внешний путь апоптоза запускается активацией рецепторов («death receptors») на 

поверхности плазматической мембраны лигандами TNF-α, FasL и TRAIL. 

Внутренний путь представляет собой независимый от рецепторов сигнальный 

каскад, вызываемый избыточным притоком Са2+ в нейрон и последующей 

активацией фермента калпаина, который инициирует последовательность событий, 

ведущих к открытию переходных пор митохондриальной проницаемости и 

высвобождению проапоптотических факторов. В совокупности оба пути, внешний 

и внутренний, запускают каспазный каскад, приводящий к апоптотической гибели 
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клеток. Белок р53 активируется в ишемических зонах мозга и вызывает апоптоз 

через множество нижележащих посредников, которые все действуют на внутренние 

митохондриальные пути апоптоза [204].  

Нейровоспаление активно развивается в острой фазе инсульта, 

поддерживаемая высвобождением молекул DAMP из поврежденных или мертвых 

тканей мозга. Молекулы DAMP распознаются соответствующими рецепторами 

врожденной иммунной системы и активируют канонический путь активации 

ядерного фактора κВ (NF-κB), приводящий к экспрессии множества генов, в том 

числе провоспалительных цитокинов, хемокинов и других медиаторов воспаления, 

запускающих процесс, направленный на ликвидацию последствий повреждения 

ткани мозга, но также способных усугубить тяжесть поражения. Динамика 

молекулярного и клеточного иммунного ответа в острой фазе инсульта включает 

помимо появления ранних медиаторов воспаления интерлейкинов 1β (IL-1β) и 18 

(IL-1) и миграции нейтрофилов в зону ишемии также высвобождение 

внеклеточного HMGB1 и инфильтрацию моноцитов и лимфоцитов [205]. 

Белок HMGB1 играет роль важного повреждающего фактора при инсульте, 

способного усилить воспаление и активировать воспалительный каскад коагуляции 

после секреции во внеклеточное пространство и связывание с рецепторами TLR4 и 

RAGE [206]. Источником внеклеточного HMGB1 в зоне ишемии в острейшей фазе 

инсульта служат погибшие клетки и активный выброс тромбоцитами и 

нейтрофилами, а в острой фазе инсульта он активно выделяется клетками в ответ 

на стимуляцию провоспалительными цитокинами и интерферонами. После 

инсульта повышенные концентрации HMGB1  в плазме крови определяются до 30 

суток [207]. Согласно системному обзору и мета-анализу 2018 г. (28 исследований), 

включившему 2671 пациентов с инсультом и 1826 здоровых добровольцев, 

пациенты с инсультом имели более высокие уровни HMGB1 в крови, чем здоровые 

добровольцы, причем более высокие значения HMGB1, в том числе и в остром 

периоде инсульта,  наблюдались у более тяжелых больных с большим объемом 

инфаркта мозга [208].     
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Острейший и острый периоды инсульта, когда происходит гибель клеток мозга 

и на этой основе возникает неврологический дефицит, сменяется в раннем 

восстановительном периоде процессами ограниченного восстановления функций. 

Возможность такого восстановления связана с нейрональной пластичностью 

(нейропластичностью), всеобще определяемой как способностью мозга к 

реорганизации своей структуры, функций и связей на многих уровнях, включая 

молекулярный, клеточный, системный и поведенческий, и установлению новых 

нейрональных связей взамен утерянных [209].   

Нейропластичность мозга после инсульта максимальна в период так 

называемого спонтанного биологического восстановления, который длится  

начиная с первой недели и до окончания первого месяца после экспериментального 

инсульта у грызунов и до окончания 3 месяцев после ишемического инсульта у 

человека [211, 212]. Восстановление связано с ростом аксонов в пери-инфарктной 

зоне [213, 214, 215], образованием синапсов [216] и восстановлением плотности 

дендритных шипиков в пери-инфарктной зоне  [217, 218]. Экспериментальный 

инсульт приводит к массовой потере дендритных шипиков в пери-инфарктной зоне 

c максимумом потери по одним данным на 4 сутки [217], а по другим на 7 сутки 

[218]. Снижение плотности шипиков сначала компенсируется изменением формы и 

длины оставшихся шипиков [219]. Плотность шипиков постепенно нормализуется 

за счет образования новых шипиков на 16-32 сутки [217] или на 42 сутки после 

инсульта [218], в зависимости от выбранной модели инсульта, причем скорость 

восстановления плотности дендритных шипиков тесно связана с восстановлением 

уровнем кровотока в этой зоне [217]. Период спонтанного биологического 

восстановления рассматривается как «терапевтическое окно» для проведения 

реабилитационных мероприятий, направленных на восстановление двигательной 

активности и речи [220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227], при этом особо выделяют 

еще более короткий период  от семи дней до окончания первого месяца после 

инсульта, когда ожидаемый эффект от терапии может быть максимальным [212]. За 

пределами 3 месяцев восстановление функций все еще возможно, но требует 
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интенсивной нейроребилитационной терапии и усилий со стороны пациента [228, 

229].  

Молекулярно-биологические механизмы в периоде спонтанного 

биологического восстановления после инсульта имеют сходство с так называемым 

критическим периодом в нормальном развитии первых лет жизни человека, когда 

происходит легкое овладении языком в лингвистически богатой среде [230].  

Повышенная пластичность стимулируется холинергической передачей сигналов 

как в критическом периоде развития [231], так и в периоде восстановления 

взрослого мозга после поражения [232]. Усиление экспрессии ингибитора роста 

нейритов Nogo-A [233, 234] и активация ГАМКергической системы [235, 236, 237] 

приводит к прекращению обоих периодов высокой пластичности мозга. Однако, 

подавление возбуждающей нейротрансмиссии в мозге после инсульта существенно 

отличает восстановительный период после инсульта от критического периода 

развития. Ишемия положительно влияет на экспрессию генов нейротрофинов 

BDNF, NGF и NT3, а также их рецепторов TrkB, TrkA и TrkC, которые 

предположительно способствуют нейропластичности и последующему 

восстановлению нервной ткани [238]. Следует отметить, что рецепторы 

нейротрофинов принадлежат к семейству инсулинового рецептора и активируются 

тем же самым способом, через фосфорилирование трех критических тирозинов в 

консервативной последовательности YXTDYY петли активации рецептора и 

открытия доступа к каталитическому остатку аспартата в консервативной 

последовательности HRDLA [239]. 

На экспериментальной модели ишемического инсульта с 90-минутной 

окклюзией средней мозговой артерии было показано снижение на 10–45% 

плотности NMDA рецепторов не только в пери-инфарктной зоне, но и в областях 

мозга, контралатеральных очагу поражения, причем это снижение сохранялось до 

30 суток после инсульта  [240]. Снижение экспрессии мРНК NR1, субъединицы 

NMDA рецептора, наблюдалось в области ишемии сразу после инсульта в 

интервале 1,5–24 часа [241]. Длительное отсроченное снижение плотности NMDA 
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рецепторов наблюдалось после краткосрочной церебральной ишемии без 

признаков гибели нейронов [242]. Вместе эти результаты свидетельствуют о 

дефиците возбуждающей нейротрансмиссии в раннем восстановительном периоде 

после инсульта, причем широко распространенная и стойкая потеря функции 

рецептора NMDA коррелирует с характером неврологического и когнитивного 

дефицита. В подтверждение этого, введение крысам непрямого агониста NMDA 

рецептора D-циклосерина через 24 ч после начала инсульта  с целью снятия 

дефицита возбуждающей нейротрансмиссии привело к длительному (>1 месяца) 

улучшению неврологической функции и функции памяти без влияния на объем 

инфаркта мозга [243], что в целом согласуется с известной важной ролью 

сигнализации NMDAR в регуляции пластичности мозга, обучения и формирования 

памяти, а также в выживании нейронов [244, 245, 246]. В целом, 

нейрореабилитация в раннем восстановительном периоде требует восстановления 

возбуждающей нейротрансмиссии, а не ее подавления, как в острейшем и остром 

периоде инсульта, когда возбуждающая нейротрансмиссия доходит до уровня 

эксайтотоксичности и является ключевой причиной гибели нейронов. Технологии 

нейрореабилитации в восстановительном периоде активно развиваются и 

включают такие методы стимуляции, как физические упражнения, электрическую 

и магнитную стимуляцию, сенсорную стимуляцию [247, 248]. Фармакологические 

подходы основаны на проверке эффективности уже зарегистрированных 

препаратов, таких как леводопа, флуоксетин, ниацин, инозин и цитихолин [249] и 

создании новых препаратов с учетом биологических механизмов 

нейропластичности [230].     

Следует отметить, что научная литература, посвященная исследованиям 

процессов нейропластичности в раннем восстановительном периоде ишемического 

инсульта, не является обширной и не содержит каких-либо сведений об участии 

нейронального инсулинового рецептора в процессах нейропластичности после 

инсульта. В то же время имеются многочисленные данные о ключевой роли этого 

рецептора в процессах нейропластичности мозга. IGF2 запускает взрослый 
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нейрогенез в субвентрикулярной зоне боковых желудочков мозга через активацию 

только и исключительно изоформы А инсулинового рецептора [75, 76], причем как 

экспрессия IGF2 в мозге [78, 79], так и взрослый нейрогенез особенно усиливаются 

после ишемического инсульта, когда вновь образовавшиеся нейробласты и клетки-

предшественники олигодендроцитов мигрируют из субвентрикулярной зоны к 

границе зоны ишемии, где они вовлекаются в процесс постинсультной регенерации 

[77]. Помимо этого, инсулиновый рецептор  в мозге регулирует процессы 

нейропластичности, в том числе рост аксонов и нейритов, число синапсов, 

синаптическую и дендритную пластичность [37, 38, 39, 40, 41, 42, 112]. В 

совокупности эти факты указывают, что сигнализация инсулинового рецептора 

может играть важную роль в восстановлении функций мозга в ранний 

восстановительный период после инсульта.       

Вопрос о существовании связи между инсулиновой резистентностью и риском 

инсульта интенсивно изучался последние сорок лет, но привел к противоречивым 

результатам, как полагают, из-за гетерогенности популяций в испытаниях, так как 

в большинство исследований включались лица как с диабетом, так и без диабета. В 

некоторых работах был сделан вывод, что инсулиновая резистентность может быть 

фактором риска инсульта [250, 251, 252]. Однако, большое исследование, 

включавшее 5234 участника старше 55 лет, без сахарного диабета, показало, что 

уровни инсулина в плазме натощак или гомеостатический индекс 

инсулинорезистености (HOMA-IR) никак не связаны с риском инсульта любого 

типа, включая ишемический инсульт [253]. Недавний мета-анализ, включивший 

семь исследований с общим числом участников 36343, также не обнаружил связи 

между индексом инсулиновой резистентности HOMA-IR и риском инсульта у лиц 

без сахарного диабета [254]. В целом, связь между инсулиновой резистентностью 

и риском ишемического инсульта не выявлена для лиц без сахарного диабета.  

Феномен постинсультной инсулиновой резистентности был обнаружен как 

патологический фактор, возникающий в острейшей фазе ишемического инсульта и 

влияющий на клинический результат инсульта.  
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Статистически значимая положительная корреляция между значениями 

индекса чувствительности к инсулину, определенному в гомеостатической модели 

(HOMA-IR), и значениями шкалы тяжести инсульта NIHSS (r = 0,408; р <0,001) 

была выявлена в исследовании, включавшем 173 пациента после ишемического 

инсульта без диабета [7]. Индекс HOMA-IR рассчитывали о формуле: HOMA-IR = 

(инсулин натощак (мкЕд/мл)×глюкоза натощак (ммоль/л))/22,5. 

Инсулинорезистентность в первые 48 часа после возникновения инсульта (медиана 

13,5 часа) определяли по индексу HOMA-IR в верхнем квартиле (Q4). 

Функциональные нарушения оценивали при выписке с использованием 

модифицированной шкалы Рэнкина. Более высокие значения инсулиновой 

резистентности были связаны с более высоким риском неблагоприятного 

функционального исхода – отношение рисков 3,23 (95% ДИ 1,75–5,08; р = 0,001). В 

многомерных моделях, сравнивающих третий и четвертый квартили с первым 

квартилем HOMA-IR, уровни HOMA-IR были связаны с неблагоприятным 

функциональным исходом, а скорректированный риск неблагоприятного исхода 

увеличился на 207% (р = 0,006) и 429% (p <0,001) при сравнении третьего и 

четвертого квартиля с первым квартилем, соответственно. На основании этих 

результатов авторы сделали вывод о том, что высокая инсулиновая резистентность 

по индексу HOMA-IR ассоциирована с плохим функциональным исходом у 

недиабетических больных с острым ишемическим инсультом. 

В исследовании ACROSS-China (Аномальная регуляция уровня глюкозы у 

пациентов с острым инсультом в Китае) у 1245 пациентов без сахарного диабета 

была изучена связь инсулиновой резистентности c клиническим исходом после 

первого ишемического инсульта [8]. Пациенты с высокой резистентностью к 

инсулину по индексу HOMA-IR в первые 24 часа после инсульта имели более 

высокий риск смертности в первый год после инсульта – отношение рисков 1,68 

(95% ДИ 1,12–2,53; p = 0,005); более высокий риск повторного инсульта – 

отношение рисков 1,57 (95% ДИ 1,12–2,19); p = 0,005) и риск плохого 

функционального результата по шкале Рэнкина – отношение рисков 1,42 (95% ДИ 
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1,03–1,95; р = 0,03). Более высокие значения инсулиновой резистентности по 

индексу HOMA-IR были связаны с более высоким риском смерти в течение 1 года, 

повторного инсульта и неблагоприятного исхода (р = 0,005, 0,005 и 0,001, 

соответственно). 

Более высокая степень инсулиновой резистентности по индексу HOMA-IR в 

остром и 3-месячном периоде после ишемического инсульта у пациентов без 

диабета (n=441) по сравнению с здоровым контролем (n = 560) была показана в 

исследовании SAHLSIS [9]. Тяжесть инсульта оценивали по шкале NIHSS. Средние 

значения индекса HOMA-IR через 4 суток у лиц после инсульта и у здорового 

контроля составляли 2,84 ± 0,18 и 1,43 ± 0,09 (р <0,001), соответственно, при этом 

средние значения индекса HOMA-IR при тяжелом, умеренном и легком инсульте 

составляли 3,22 ± 0,41; 2,95 ± 0,29 и 2,47 ± 0,28 (р <0,02), то есть значимо росли 

вместе с тяжестью инсульта. Функциональный результат оценивали по 

модифицированной шкале Рэнкина через 3 месяца, 2 года и 7 лет. Более высокие 

значения HOMA-IR предсказывали плохой функциональный исход через 3 месяца 

и 7 лет. По результатам исследования авторы сделали вывод, что у пациентов с 

ишемическим инсультом, не страдающих диабетом, HOMA-IR был повышен и 

связан с тяжестью инсульта. 

В исследовании, включавшем 4655 участников, было показано, что более 

высокий постинсультный индекс HOMA-IR, определенный в среднем через 8,3 ± 

7,8 дня после поступления в госпиталь, связан с неврологическим ухудшением по 

шкале тяжести инсульта NIHSS и с общей инвалидизацией по шкале Рэнкина, хотя 

не было обнаружено связи с повторными инсультами и смертностью [10]. Более 

высокие значения индекса инсулиновой резистентности HOMA-IR (высший 

квинтиль) были статистически значимо связаны c повышенным риском 

неврологического ухудшения по шкале NIHSS – среднее отношение рисков 1,86 (р 

= 0,001), пониженным неврологическим улучшением по шкале NIHSS (≥4 

снижение баллов или 0 баллов при выписке) – среднее отношение рисков 0,68 (р 

<0,001) и плохим функциональным результатом по шкале Рэнкина (≥3 баллов через 
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3 месяца после инсульта) – среднее отношение рисков 2,02 (р <0,001); по сравнению 

с более низкими значениями HOMA-IR (первый квинтиль). При этом HOMA-IR не 

ассоциировался с рецидивом инсульта или смертностью в течение 3 месяцев после 

инсульта. Авторы сделали вывод, что резистентность к инсулину независимо 

связана с плохим функциональным исходом после острого ишемического инсульта, 

за исключением риска краткосрочного рецидива инсульта или смертности. 

В указанных исследованиях постинсультная инсулиновая резистентность 

измерялась в среднем в первые 24 часа [8], в первые 48 часа [7], через 4 суток [9] и 

через 8 суток [10] после инсульта, что соответствует острейшему и острому 

периодам ишемического инсульта, причем во всех этих исследованиях была 

показана статистически значимая связь инсулиновой резистентности и 

клинического результата после инсульта. 

В одном из исследований [9], инсулиновую резистентность по индексу 

HOMA-IR оценивали с медианой на 101 сутки после инсульта, то есть более чем 

через три месяца после инсульта. Постинсультная инсулиновая резистентность 

сохранялась к этому времени, и средние значения индекса у лиц с инсультом и у 

здорового контроля составляли 2,34 ± 0,11 и 1,43 ± 0,09 (р < 0,001), соответственно, 

причем сохранялась связь между более высокими значениями HOMA-IR и 

тяжестью перенесенного инсульта. Средние значения HOMA-IR в этом периоде при 

тяжелом, умеренном и легком инсульте составляли 2,48 ± 0,24; 2,50 ± 0,21 и 2,00 ± 

0,13 (р <0,02), соответственно, то есть были значимо выше у лиц с более тяжелым 

инсультом, чем с более легким. Однако, инсулиновая резистентность на этих 

временах только незначительно увеличивала риск плохого функционального 

клинического результата в будущем через 2 года – среднее отношение рисков 1,24. 

С учетом всех этих результатов [7, 8, 9, 10], можно сделать вывод, что 

постинсультная инсулиновая резистентность значимо повышает риск плохого 

функционального клинического результата в будущем в пределах срока, не 

превышающего три месяца после инсульта.   
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Помимо связи инсулиновой резистентности с неблагоприятным клиническим 

исходом после инсульта, была также выявлена связь инсулиновой резистентности 

по индексу HOMA-IR с недостаточным ответом на терапию тромболитиками [255, 

256].  

В совокупности результаты исследований указывают на существование 

постинсультной инсулиновой резистентности, наблюдаемой по меньшей мере в 

период первых трех месяцев после инсульта, причем более высокие значения 

индекса инсулиновой резистентности связаны с большей тяжестью инсульта по 

шкале NIHSS, большей зависимостью пациента по шкале Рэнкина, риском 

неблагоприятного клинического результата в будущем (до 7 лет), а также 

повышенным риском повторных инсультов и смерти в течение ближайшего после 

инсульта года.   

Проблема инсулиновой резистентности при инсульте обсуждается почти 

исключительно в плане повышения риска инсульта и возможной защиты нейронов 

в острейшей фазе инсульта [257], но не в плане влияния инсулиновой 

резистентности на реабилитацию пациентов после инсульта, хотя известно, что 

инсулиновый рецептор в мозге участвует в процессах нейропластичности, 

регулируя формирование синапсов, число синапсов и синаптическую 

пластичность, [112, 258], рост нейритов [259, 260] и аксонов [261], а также 

дендритную структурную пластичность, зависящую от опыта [112], то есть по сути 

те процессы нейропластичности, которые требуются для нейрореабилитации в 

раннем восстановительном периоде после ишемического инсульта.    

1.12 Связь инсулиновой резистентности и нейропластичности мозга 

Восстановление функций после инсульта связано с активацией процессов 

нейрональной пластичности. Нейропластичность (нейрональная пластичность) 

определяется как способность мозга к реорганизации своей структуры, функций и 

связей на многих уровнях, включая молекулярный, клеточный, системный и 

поведенческий, и установлению новых нейрональных связей взамен утерянных 
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[209]. Инсульт приводит к потере синаптических связей вследствие необратимой 

гибели нейронов в очаге некроза и появлению прилегающей к зоне инфаркта 

неустойчивой области полутени (пенумбры), которая характеризуется резким 

снижением электрической активности [302] и для которой существует два исхода – 

либо восстановление при условии восстановления кровотока, либо превращение в 

зону некроза в ближайшие 2 дня [303]. Период максимальной постинсультной 

нейропластичности, то есть постинсультной реорганизации структуры и функций 

мозга, длится  начиная с первой недели и до окончания первого месяца после 

экспериментального инсульта у грызунов и до окончания 3 месяцев после 

ишемического инсульта у человека [210, 211, 212, 223]. В этот период эндогенные 

процессы, в том числе прорастание аксонов, синаптогенез и морфогенез 

дендритных шипиков, опосредуют структурные и функциональные изменения, 

лежащие в основе перестройки сенсорных и моторных нейрональных цепей [304]. 

Основные результаты в этой области были получены на доклинических 

биомоделях. Было найдено, что после фокального коркового инсульта 

периинфарктная кора теряет таламические связи и развивает новые 

горизонтальные корковые связи за счет разрастания аксонов [305]. Триггером для 

прорастания аксонов и образования новых связей после инсульта в 

периинфарктной зоне, а также в зоне, контралатеральной очагу поражения, 

является спонтанная низкочастотная  синхронизированная активность нейронов в 

периинфарктной зоне [306]. Эта нейрональная активность необходима для 

инициации процессов нейропластичности, так как ее ингбирование 

тетродотоксином блокировало прорастание аксонов [306].  

В основном постинсультная нейропластичность изучалась на доклинических 

биомоделях ишемического инсульта и поражения мозга, с использованием 

грызунов и нечеловекообразных приматов.  

По данным большинства исследований на грызунах периинфарктная зона 

шириной несколько миллиметров является основной областью, где происходит 

перестройка нейрональных цепей у грызунов, но крупномасштабная реорганизация 
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также наблюдалась в исследованиях на обезьянах [307, 308]. Кроме того, было 

показано, что перестройка затрагивает контралатеральные регионы на стороне, 

противоположной очагу поражения [216]. В зоне нейропластичности меняется 

профиль экспрессии генов в направлении поддержания роста аксонов и дендритов 

и подавления процессов, ингибирующих их рост [214, 309]. В целом, 

постинсультная нейропластичность включает несколько видов пластичности в 

периинфарктной зоне и зоне контралатеральной очагу поражения, в том числе 

прорастание аксонов, синаптогенез, образование и реорганизацию дендритных 

шипиков (Таблица 3).  

Таблица 3 - Постинсультная нейропластичность. 

Вид пластичности Модель Область пластичности Ссылка 

Прорастание аксонов Фокальный корковый 

инсульт у крыс 

Периинфарктная зона 305 

Прорастание аксонов Фокальное 

термокоагуляционное 

повреждение коры у 

крыс  

Периинфарктная зона 306 

Прорастание аксонов Ишемический инфаркт 

коры у обыкновенных 

беличьих обезьян 

Периинфарктная зона и 

отдаленные регионы 

307 

Прорастание аксонов Поражение моторной 

коры у обезьян макак-

резус 

Крупномасштабная 

реорганизация связей 

308 

Прорастание аксонов Фокальный корковый 

инсульт у крыс  

Периинфарктная зона   

(~2 мм) 

309 

Прорастание аксонов Фокальный 

ишемический инсульт у 

крыс  

Периинфарктная зона 213 

Прорастание аксонов Ишемический инсульт у 

крыс, приматов и 

человека 

Периинфарктная зона 214 

Образование синапсов Фокальный 

ишемический корковый 

инсульт у крыс 

Образование синапсов 

на контралатеральной 

стороне  

216 

Образование 

дендритных шипиков и 

увеличение плотности 

синапсов 

Фокальный 

ишемический инсульт у 

мышей 

Периинфарктная зона  217 
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Продолжение таблицы 3 

Образование и 

реорганизация 

дендритных шипиков 

Фокальный 

ишемический инсульт у 

мышей 

Периинфарктная зона  218 

Повышение скорости 

обновления дендритных 

шипиков 

Фокальный 

ишемический инсульт у 

мышей 

Периинфарктная зона 310 

Сравнение процессов нейропластичности в мозге, запускаемых ишемическим 

инсультом, с процессами нейропластичности, регулируемыми нейрональным 

инсулиновым рецептором, показывает их значительное сходство (Таблица 4). 

Таблица 4 - Нейропластичность, регулируемая инсулиновым рецептором. 

Вид пластичности Модель Ссылка 

Рост нейритов Культура сенсорных, симпатических, моторных 

эмбриональных нейронов 

311, 259 

Рост нейритов Культура сенсорных взрослых нейронов крысы 261 

Рост нейритов Культура клеток нейробластомы SH-SY5Y 313 

Число синапсов, 

пластичность 

дендритов 

Зрительные тектальные нейроны головастиков 

Xenopus in vivo 

112 

Рост нейритов Культура нейронов ганглиев задних корешков 

крысы 

314 

Рост и регенерация 

аксонов 

Сенсорные икроножный нейроны крыс после 

повреждения in vivo 

315 

Рост нейритов Neuro2A клетки в условиях инсулиновой 

резистентности 

316 

Образование 

дендритных шипиков 

Первичная культура гиппокампальных нейронов 

крысы 

317 

Инсулин в физиологически релевантных концентрациях усиливает рост 

нейритов в культуре сенсорных нейронов крысы аналогично другим 

нейротрофинам, IGF1 и фактору роста нервов (NGF) [261]. Этот эффект инсулина 

связан со стабилизацией мРНК тубулина подобно эффектам IGF1 и NGF [312]. 

Инсулин активировал рост нейритов и экспрессию мРНК тубулина в культуре 

клеток нейробластомы SH-SY5Y [313]. 
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Инсулин в физиологически релевантной концентрации значительно 

увеличивает общую длину нейритов, максимальную длину нейрита и количество 

точек ветвления культивируемых нейронов ганглиев задних корешков  по 

сравнению с нейронами, культивируемыми в контрольной среде [314].  

Инсулин при интратекальном введении увеличивает количество и зрелость 

регенерирующих аксонов сенсорных икроножных нервов после повреждения [315]. 

Кроме того, в отдельном эксперименте инсулин также восстанавливал 

ретроградную потерю и атрофию глубоких малоберцовых, в основном 

двигательных, аксонов после травмы.  

Инсулин при системном введении ускорял реиннервацию межкостных 

двигательных концевых пластинок после пересечения седалищного нерва и 

увеличивал функциональное двигательное восстановление денервированной 

задней лапы [316]. Кроме того, инсулин ускорял созревание регенерирующих 

миелиновых волокон на удалении от места повреждения седалищного нерва за счет 

увеличения калибра их аксонов. 

Рост нейритов был снижен в Neuro2A клетках в условиях инсулиновой 

резистентности [317]. 

В экспериментах in vivo было показано, что инсулиновый рецептор участвует 

в регуляции числа синапсов и дендритной пластичности в тектальных нейронах 

головастиков Xenopus [112].  

Инсулин способствует образованию дендритных шипов в первичных 

культурах нейронов гиппокампа крысы [318]. Использовании антител, 

блокирующих инсулиновую сигнализацию, или фармакологическая блокада 

сигнального пути PI3K)/Akt/mTOR и малой ГТФазы Rac1 специфически 

предотвращали инсулин-индуцированное увеличение плотности дендритных 

шипиков, что в совокупности показывает важную роль передачи сигналов 

нейронального инсулинового рецептора в регуляции образования дендритных 

шипов и развития возбуждающих синапсов в нейронах гиппокампа через 

активацию сигнальных путей PI3K/Akt/mTOR и Rac1. 
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Сравнение постинсультной нейропластичности с нейропластичностью, 

регулируемой инсулиновым рецептором в ЦНС, показывает их значительное 

сходство в плане активации роста аксонов и нейритов, синаптогенеза и 

формирования дендритных шипиков. Инсулиновый рецептор в ЦНС играет роль 

сходную с рецепторами нейротрофинов IGF1 и NGF и делит с ними общие 

сигнальные пути, приводящие к структурным изменениям нейронной цепи.  

1.5.2 Сравнение нейрогенеза, регулируемого инсулиновым рецептором, с 

постинсультным взрослым нейрогенезом  

 Нейрогенез – процесс образования новых нейронов в мозге останавливается 

во взрослом мозге после периода развития. Взрослый нейрогенез был открыт 

Альтманом в 1962 году [319]. С тех пор известно, что взрослый нейрогенез в 

основном происходит в основном двух нейрогенных нишах в мозге взрослых 

млекопитающих – в субгранулярной зоне зубчатой извилины гиппокампа и 

субвентрикулярной зоне, выстилающей боковой желудочек [320]. В этих зонах 

новорожденные нейроны генерируются в течение всей жизни из нейрональных 

стромальных (стволовых) клеток. Существует оценка вклада взрослого нейрогенеза 

в динамику образования нейронов гиппокампа во взрослом мозге, построенная на 

ретроспективном датировании индивидуальных нейронов по содержанию изотопа 

14С в нейрональной ДНК гиппокампа, исходя из факта временного повышения 

уровней 14С в атмосфере и воде в период проведения ядерных испытаний в 1955-63 

гг. до запрещения испытаний международным договором, когда 14С активно 

поглощался биотопом [321]. Согласно этой оценке, у взрослых людей в день 

добавляется 700 новых нейронов, что соответствует годовому обороту 1,75% 

нейронов в гиппокампе с умеренным снижением по мере старения.  

Взрослый нейрогенез особенно усиливается после ишемического инсульта, 

когда вновь образовавшиеся нейробласты и клетки-предшественники 

олигодендроцитов мигрируют из нейрогенной зоны к границе зоны ишемии, где 

они вовлекаются в процесс постинсультной регенерации [77]. Миграция особенно 

активна в первые две недели после инсульта, но может длиться несколько месяцев 
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[322]. Основным источником новорожденных нейронов при инсульте является 

субвентрикулярная зона, откуда незрелые нейроны мигрируют в периинфарктную 

зону, например, стриатума [323, 324, 325] и коры мозга [325, 326, 327]. Деталям 

процесса постинсультного взрослого нейрогенеза посвящен ряд обзоров [328, 329]. 

Для этого процесса нет возрастных ограничений, и он наблюдался даже у пациента 

с инсультом в возрасте 87 лет [330]. В доклинических моделях инсульта 

ингибирование нейрогенеза ведет к ухудшению функциональных результатов, что 

указывает на вклад постинсультного нейрогенеза в функциональное 

восстановление после инсульта [331, 332]. Роль постинсультного нейрогенеза у 

человека в функциональном восстановлении после инсульта мало изучена, но, тем 

не менее, рассматривается как фактор, терапевтическое воздействие на который 

может  улучшить реабилитацию после инсульта [329]. 

Роль нейронального инсулинового рецептора ИР-А во взрослом нейрогенезе 

изучалась и было показано, что он прямо участвует в активации взрослого 

нейрогенеза в субвентрикулярной зоне. IGF2, лиганд ИР-А, участвует в 

самообновлении (ассиметричном делении) и поддержании пула нейрональных 

стромальных клеток в субвентрикулярной зоне [75, 76, 333, 334]. Экспрессия 

нейронального рецептора инсулина (изоформа А), а не рецептора IGF-1R, 

преобладает в нейрональных стромальных клетках, и IGF2 является более 

эффективным промоутером нейрогенеза, чем IGF1, причем удаление ИР-А 

блокировало эффекты IGF2, указывая на основною роль IGF2/ИР-А сигнализации 

в самообновлении стромальных клеток [75]. Эти же исследования показали, что 

IGF2 и IGF1 имеют разные функции, и IGF2 участвует в самообновлении 

стромальных клеток, тогда как IGF1 участвует в пролиферации нейрональных 

прогениторных клеток, у которых уже начинают преобладать IGF-1R рецепторы. 

IGF2 также активирует взрослый нейрогенез в другой нише, субгранулярной зоне 

зубчатой извилины в гиппокампе [335].  

Было показано, что экспрессия IGF2 в мозге долговременно повышается после 

эпизодов гипоксии-ишемии [78] и внутримозгового кровоизлияния [79], что 
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указывает на возможное участие IGF2 в процессах постинсультной регенерации. В 

недавнем клиническом исследовании было показано, что низкие уровни IGF2 в 

сыворотке крови после ишемического инсульта являются независимым маркером 

риска повышенной смертности [336]. Исследуемая популяция включала пациентов 

с ишемическим инсультом (n = 492) и контрольную группу (n = 514) из 

исследования по изучению ишемического инсульта (SAHLSIS). Выживаемость 

оценивали как минимум в течение 7 лет. Уровни IGF2 сыворотки были выше у 

больных с ишемическим инсультом как в острой фазе, так и через 3 мес. 

наблюдения по сравнению с контролем (p <0,05 и p <0,01 соответственно). Самый 

низкий квинтиль острого IGF2 сыворотки был связан с повышенным риском 

постинсультной смертности (медиана наблюдения 10,6 лет, отношение рисков 2,34) 

по сравнению с четырьмя более высокими квинтилями. В этом контексте IGF2/ИР-

А сигнализация может рассматриваться как мишень для создания новых 

лекарственных средств в восстановительном периоде после инсульта.  

Возможность фармакологической модуляции как экспрессии IGF2, так и 

взрослого нейрогенеза в субвентрикулярной зоне мозга была показана при 

использовании ингибиторов ацетилхолинэстеразы [337, 338, 339, 340] и солей 

холина, предшественников ацетилхолина [239]. Галантамин, ингибитор 

ацетилхолинэстеразы, способствовал взрослому нейрогенезу у мышей посредством 

активации никотиновых α7 ацетилхолиновых рецепторов [338], причем этот эффект 

сопровождался повышением экспрессии мРНК IGF2 [339]. Добавка холина в пищу 

увеличивает экспрессию IGF2 у крыс во время внутриутробного развития [340]. В 

целом, активация холинэргической системы ведет к повышению экспрессии IGF2, 

регулятора взрослого нейрогенеза, что согласуется с данными, что постинсультная 

нейропластичность связана с активацией холинэргической системы [230].  

Применение мезенхимальных стромальных клеток рассматривается как один 

из подходов к лечению ишемического инсульта [341]. Активация собственного 

нейрогенеза может рассматриваться в этом контексте как альтернатива клеточной 

терапии. 
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В совокупности, представленные данные показывают, что инсулиновый 

рецептор вовлечен в нейропластичность через активацию как инсулином, так и 

IGF2, а также вовлечен в регуляцию взрослого нейрогенеза. Оба процесса, 

нейропластичность и взрослый нейрогенез, участвуют в реорганизации мозга после 

инсульта, что указывает на возможный вклад инсулинового рецептора в нейронах в 

процесс восстановления после ишемического инсульта. В этом контексте 

постинсультная инсулиновая резистентность является одним из барьеров для 

нейрореабилитации в восстановительном периоде после инсульта, 

ограничивающем эффективность процесса восстановления. Соответственно, поиск 

средств лечения постинсультной инсулиновой резистентности является 

многообещающим новым подходом к лечению инсульта в восстановительном 

периоде.    

1.13 Антидиабетические средства в лечении ишемического инсульта  

Инсулин использовался в доклинических исследованиях инсульта как 

потенциальный нейропротектор при разных способах введения, в том числе при 

интраназальном введении. Исследования показали, что интраназальное введение 

обеспечивает доставку инсулина в мозг без побочного эффекта гипогликемии. 

Сравнительное фармакокинетическое исследование распределения инсулина 

между плазмой крови и тканями мозга при введении рекомбинантного инсулина 

человека мышам в одной и той же дозе показало, что интраназальное и подкожное 

введения обеспечивают примерно одинаковое повышение концентраций инсулина 

в мозге, но интраназальное введение ведет только к незначительному повышению 

уровней инсулина в плазме, не превышающему 3% от значения, достигаемого при 

подкожном введении [262]. Сходный эффект был получен при 

фармакокинетическом исследовании у человека, когда интраназальный инсулин 

практически не влиял на уровни инсулина в плазме, но обеспечил статистически 

значимое повышение концентрации инсулина в цереброспинальной жидкости 

испытуемых [263]. Таким образом, интраназальное введение инсулина позволяет 
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повысить локальные концентрации инсулина в мозге, не вызывая значимого 

снижения уровня глюкозы в крови, что делает этот способ введения безопасным с 

точки зрения отсутствия такого побочного эффекта как гипогликемия.  

В то же время хроническое применение высоких доз интраназального 

инсулина несет риск возникновения центральной инсулиновой резистентности из-

за особенностей физиологического механизма ауторегуляции инсулиновой 

сигнализации. Канонический каскад передачи сигнала инсулина 

ИР/IRS1/PI3K/Akt/mTORC1 построен по принципу отрицательной обратной связи, 

где активация комплекса mTORC1 ведет к активации рибосомальной S6 

протеинкиназы (S6K1), которая фосфорилирует IRS1 по остатку серина S312 

(нумерация IRS1 человека), что ведет к диссоциации IRS1 от инсулинового 

рецептора с последующей деградацией IRS1 и прекращением инсулиновой 

сигнализации [264]. Этот эффект был продемонстрирован в первичной культуре 

нейронов коры мозга крыс, когда длительная 24-часовая пре-инкубация нейронов с 

инсулином в высокой концентрации вызывала нейрональную 

инсулинорезистентность, блокируя эффекты последующего введения инсулина на 

активацию Акт [265].      

Возможность использования интраназального инсулина как нейропротектора 

для лечения острого ишемического инсульта обсуждается в научной литературе с 

недавнего времени, из-за выявленных пересечений сигнальных путей инсулина в 

мозге с глутаматной эксайтотоксичностью и другими путями, приводящими к 

гибели нейронов, такими как воспаление и апоптоз [266].  

Положительные эффекты инсулина на выживаемость нейронов в ранних 

доклинических исследованиях церебральной ишемии на диабетических моделях в 

основном объясняли нормализацией уровней глюкозы. На доклинической модели 

ишемического инсульта у крыс с диабетом, индуцированным стрептозотоцином, 

было показано, что внутривенное введение инсулина в высокой дозе 12 МЕ/кг 

значительно уменьшило объем инфаркта у животных, подвергшихся 2-часовой 

окклюзии среднемозговых артерий (MCAO) с последующей 24-часовой 
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реперфузией [267]. Подкожные инъекции регулярного инсулина в дозе 0,3 МЕ/кг 

крысам с диабетом, индуцированным стрептозотоцином, в модели 

кратковременной окклюзии двух сонных артерий снижали гибель 

гиппокампальных СА1 нейронов по сравнению с плацебо [268]. 

Интраперитонеальное введение инсулина в дозе 1,7 МЕ/кг крысам в модели 

церебральной ишемии, вызванной 20-минутной окклюзией подключичных 

артерий, снижало неврологический дефицит и повышало выживаемость животных 

по сравнению с плацебо [269]. Подкожные инъекции регулярного инсулина крысам 

с диабетом, индуцированным стрептозотоцином, в модели окклюзии двух сонных 

артерий и окклюзии правой средней мозговой артерии снижало объем зоны 

инфаркта и неврологический дефицит по сравнению с плацебо [270]. 

Интрацеребровентрикулярное введение инсулина перед индукцией 

кратковременной церебральной ишемии путем двусторонней окклюзии общих 

сонных артерий у монгольских песчанок снижало гибель нейронов гиппокампа 

СА3 по сравнению с плацебо [271]. В одной из работ было показано, что инсулин 

снижает ишемический некроз в мозге независимо от его влияния на уровни 

глюкозы [272]. 

 Интраназальное введение инсулина нормогликемическим крысам Вистар с 

церебральной ишемией, индуцированной 20-минутной окклюзией сонных артерий 

в сочетании с гипотензией и последующей реперфузией, снизило уровень маркеров 

повреждения в коре мозга, в том числе уровень оснований Шиффа, 

конъюгированных диенов и триенов, а также нормализовало активность Na+, K+-

AТФазы, значительно сниженную после ишемии-реперфузии [273, 274, 275].  

Таким образом, инсулин показал эффективность в защите нейронов на 

доклинических моделях церебральной ишемии и инфаркта мозга при разных 

способах введения, но эффективность инсулина в лечении ишемического инсульта 

не была доказана в рандомизированных клинических испытаниях.   

Метформин — препарат первой линии лечения диабета 2 типа из класса 

бигуанидов, активатор аденозинмонофосфат (АМФ)-активируемой киназы 
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(AMPK). Метформин снижает концентрацию глюкозы в плазме главным образом за 

счет улучшения чувствительности к инсулину и подавления глюконеогенеза в 

печени. Механизмы действия метформина в мозге при когнитивных нарушениях 

типа болезни Альцгеймера широко обсуждаются в контексте его влияния на 

нейродегенерацию, β-амилоидную патологию, нейровоспаление и 

митохондриальную дисфункцию [276]. Влияние метформина на инсулиновую 

сигнализацию изучалось in vitro на клетках мышиной нейробластомы Neuro-2a, 

предварительно длительно инкубированных с высокими концентрациями 

инсулина, чтобы вызвать нечувствительность к инсулину [277]. Было показано, что 

в этих условиях метформин в очень высокой концентрации 1600 μM может 

повышать фосфорилирование инсулинового рецептора в ответ на инсулин. Для 

сравнения, обычная концентрация метформина в плазме крови достигает 5–30 μM 

после введения стандартной терапевтической дозы 1,5–2,0 г/сутки [278], что 

приблизительно в 50–300 раз ниже той, что снижала инсулиновую резистентность 

in vitro [277]. Поэтому вопрос о влиянии метформина в диапазоне его 

терапевтических концентраций на центральную инсулиновую сигнализацию в 

нейронах остается открытым. 

Эффекты метформина изучались на доклинических in vitro и in vivo моделях 

ишемического инсульта. Метформин в концентрации 10 мМ повышал 

выживаемость нейронов гиппокампа и снижал показатели окислительного стресса 

в первичной культуре в условиях депривации глюкозы и кислорода, повышая при 

этом экспрессию AMPK и фосфорилированной формы pAMPK и снижая 

экспрессию mTOR [279]. Эти результаты указывают на связь защитного действия 

метформина при ишемии с активацией метформином сигнального пути 

AMPK/mTOR. Доклинические исследования метформина на моделях инсульта у 

грызунов суммированы в мета-анализе 2022 г. (включает 15 публикаций), который 

показал, что животные, принимавшие метформин, имели статистически значимое 

уменьшение размера инфаркта, снижение неврологических баллов и уменьшение 

содержания воды в мозге по сравнению с контролем [280]. Нейропротективный 
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эффект хронического применения метформина на биомоделях инсульта 

опосредовался через повышение активности AMPK [281, 282].  

Исследование, изучавшее связь между тяжестью инсульта и применением 

метформина в период до инсульта у пациентов с диабетом 2 типа (n = 1919), 

показало статистически значимое снижение тяжести инсульта при поступлении по 

шкале NIHSS, снижение степени независимости через 3 месяца после инсульта по 

модифицированной шкале Рэнкина, а также снижение смертности (12,5% против 

18%)  у лиц, принимавших метформин до инсульта по сравнению с контролем [283]. 

Сравнительное исследование тяжести ишемического инсульта у пациентов с 

сахарным диабетом, получавшим инсулин (n = 40) или комбинированную терапию 

метформином или инсулином (n = 40), показали, что хотя не было статистически 

значимой разницы между группами по основным неврологическим показателям по 

шкале NIHSS в начале исследования, статистически значимое снижение 

неврологического дефицита было достигнуто в группе комбинированной терапии 

по сравнению с инсулином через две недели после начала терапии [279]. При этом 

комбинированная терапия повышала когнитивный дефицит по шкале MMSE, а 

также повышала зависимость пациента по шкале ADL в сравнении с только 

инсулином, что указывает на возможный негативный вклад метформина в 

постинсультную терапию в контексте влияния на когнитивные функции.    

Агонисты рецептора PPARγ (peroxisome proliferator‐activated receptor γ) 

относятся к категории инсулин-сенситайзеров, которые используются для лечения 

пациентов с диабетом 2 типа. Два представителя этого класса, розиглитазон и 

пиоглитазон, изучались как потенциальные агенты для лечения ишемического 

инсульта.  

Мета-анализ доклинических испытаний розиглитазона или пиоглитазона 2010 

г., включивший 31 исследование, показал, что агонисты PPARγ могут 

предотвращать или ослаблять повреждение ЦНС вследствие ишемического 

события, в том числе на моделях фокальной или глобальной ишемии [284]. 
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Розиглитазон или пиоглитазон одинаково эффективно снижали объем инфаркта и 

улучшали неврологический исход.  

Механизм защитного действия пиоглитазона и розиглитазона изучался на 

гиппокампальных нейронах в первичной культуре, где было показано, что 

пиоглитазон снижает вход Ca2+ в нейрон через NMDA рецепторы, хотя 

розиглитазон нет, что ставит вопрос, опосредуются ли эффекты пиоглитазона на 

эксайтоксичность через рецепторы PPARγ [285].    

В доклиническом исследовании на грызунах, где пиоглитазон вводился через 

3 часа после 90-минутной окклюзии средней мозговой артерии в фазе реперфузии 

и еще до 5 дней подряд, было обнаружено статистически значимое снижение 

объема инфаркта мозга на 31% по сравнению с нелеченым контролем, хотя не было 

выявлено значимых различий в неврологических показателях между животными, 

получавшими пиоглитазон и плацебо [286]. 

Мета-анализ 2017 г. показал, что в популяции, включавшей пациентов с 

инсулиновой резистентностью, пре-диабетом и диабетом 2 типа (n = 4980) 

применение пиоглитазона значимо снижало риск повторного инсульта [287].  

В большом клиническом исследовании (n = 2885) было показано, что 

пиоглитазон может быть эффективным для предотвращения повторного инсульта у 

пациентов с пре-диабетом [288].  

Еще в одном исследовании (n = 3876) было показано, что пиоглитазон снижает 

риск транзиторной ишемической атаки, повторного инсульта, инфаркта миокарда и 

диабета у пациентов без диабета с выраженной инсулиновой резистентностью и 

историй ишемического инсульта [289], однако не влиял на когнитивную функцию 

[290]. 

Аналоги глюкагоноподобного пептида 1 (GLP-1) эксенатид и лираглутид 

широко применяются в лечение диабета 2 типа как гипогликемические агенты, 

действие которых связано с активацией рецептора GLP-1 снижением 

глюконеогенеза. Кроме того, эти агенты замедляют поступление глюкозы из пищи 

в кровоток, дополнительно снижая уровень глюкозы в крови [291]. 
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Сам GLP-1 вырабатывается в головном мозге вегетативными нейронами 

ствола мозга [292], а также кортикальной и гиппокампальной микроглией [293]. 

GLP-1 быстро метаболизируется, поэтому были разработаны более устойчивые к 

деградации аналоги эксенатид и лираглутид, которые способны проникать через 

ГЭБ [294] и связываться с рецепторами GLP-1 в мозге [295].  

Несколько доклинических исследований с использованием 

экспериментальных моделей инсульта показали, что агонисты рецепторов GLP-1 

могут уменьшать повреждение головного мозга, вызванное инсультом, как у 

здоровых грызунов, так и у грызунов с диабетом при введении до, в начале или 

сразу после инсульта [296, 297, 298, 299, 300]. Введение эксенатида мышам с 

ожирением и диабетом 2 типа с ишемическим инсультом, вызванным 

кратковременной окклюзией средней мозговой артерии, начиная с третьего дня 

после инсульта в течение 8 недель, вызвало восстановление силы захвата передней 

лапой, уменьшение активации микроглии, уменьшение атрофии парвальбумин-

положительных интернейронов, восстановление плотности микрососудов, тогда 

как у мышей без диабета эффект эксенатида был незначительным [301].  

 1.14 Выводы по главе 1: 

1. Источниками инсулина в мозге являются транспорт инсулина из кровотока 

в мозг через ГЭБ и синтез de novo в нейронах мозга, причем нейрональный инсулин 

высвобождается терминалами нейронов в ответ на деполяризацию.  

2. Инсулиновый рецептор имеет две изоформы, А и В, распределение которых 

в организме зависит от типа клеток. 

3. Инсулиновые рецепторы распространены по всей центральной нервной 

системе, с наибольшей плотностью в нейронах, где они преимущественно 

локализуются в постсинаптической плотности дендритных шипиков. 

4. Нейроны экспрессируют исключительно  изоформу А инсулинового 

рецептора, которая активируется двумя лигандами, инсулином и IGF2, в интервале 

их физиологически значимых концентраций. 
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5. Инсулиновый рецептор представляет собой тирозинкиназу, активируемую 

фосфорилированием остатков тирозина 1146, 1150 и 1151 (нумерация изоформы А)  

β-цепи рецептора, в  ответ на связывание рецептора с лигандом, инсулином или 

IGF2.  

6. Система инсулиновой сигнализации распространена по всему мозгу и 

включает не менее трех сигнальных путей: два канонических 

ИР/IRS1/PI3K/АКТ/mTORС1 и ИР/IRS-1/Grb2/Raf/Mek/Erk1,2, а также 

специфичный синаптический путь ИР-А/IRSp53, которые вместе опосредуют 

множество биологических ответов инсулина в ЦНС. 

7. Биологические эффекты инсулина/IGF2 в ЦНС включают регуляцию 

процессов нейропластичности, в том числе активацию взрослого нейрогенеза, 

развитие нервной системы, рост аксонов и нейритов, регуляцию числа синапсов и 

синаптической пластичности, регуляцию пластичности дендритов, защиту 

нейронов к действию повреждающих факторов, регуляцию энергетического 

метаболизма мозга и регуляцию процессов формирование памяти.  

8. Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах по остаткам 

тирозина в тирозинкиназном домене рецептора является критической 

посттрансляционной модификацией, приводящей к полной активации рецепторной 

тирозинкиназы в ответ на стимуляцию инсулином или IGF2. 

9. Фосфорилирование рецептора инсулина зависит от сигнализации с 

участием G-белков, которые участвуют в ингибировании протеинтирозинфосфатаз, 

дефосфорилирующих инсулиновый рецептор. 

10. Инсулиновая резистентность в ЦНС вызывается паталогическим 

снижением фосфорилирования (гипофосфорилированием) сигнальных молекул, 

включая инсулиновый рецептор, его субстраты IRS и нижележащие киназы Akt, 

mTOR, GSK3β и ERK1/2, в ответ на инсулин.  

11. Инсулиновая резистентность в ЦНС является патологическим фактором 

ряда заболеваний, из которых наиболее изучены в этом аспекте болезнь 

Альцгеймера и черепно-мозговая травма.  
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12. Механизмы нейропластичности мозга отвечают за возможность 

реабилитации пациента после ишемического инсульта.    

13. Существование периода максимальной нейропластичности мозга с 7 суток 

до 3 месяцев после инсульта формирует временное терапевтическое окно для 

вмешательств, направленных на эффективное восстановление функций после 

инсульта, в том числе для фармакотерапии в раннем восстановительном периоде 

инсульта. 

14. Постинсультная инсулиновая резистентность возникает в острейшем и 

остром периодах инсульта, сохраняется по меньшей мере три месяца с начала 

инсульта, ухудшает неврологический и функциональный клинический результат на 

длительный период (до 7 лет), а также повышает риск повторного инсульта и риск 

смерти в течение года. Механизм возникновения постинсультной инсулиновой 

резистентности не известен. 

15. Сравнение показывает сходство между процессами постинсультной 

нейропластичности и процессами нейропластичности, регулируемыми 

инсулиновым рецептором в ЦНС.  

16. Антидиабетические средства широко изучаются в отношении 

возможности их применения в лечении и профилактике ишемического инсульта, 

при этом инсулин, метформин и эксенатид показали эффективность в лечении 

ишемического инсульта на доклинических моделях. 

17. Антидиабетические средства не изучались в рандомизированных 

клинических испытаниях как средства лечения ишемического инсульта, хотя было 

показано, что метформин и пиоглитазон при профилактическом применении могут 

снижать тяжесть ишемического инсульта и риск повторного инсульта, 

соответственно.  

18. Ни одно из антидиабетических средств не используется для 

нейрореабилитации пациентов в раннем восстановительном периоде после 

ишемического инсульта.   
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19. В адипоцитах существует окислительная сигнализация инсулина, которая 

влияет на фосфорилирование инсулинового рецептора, 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 

20. Перспективным направлением исследований механизмов инсулиновой 

резистентности в мозге является патологическое снижение фосфорилирования 

(гипофосфорилирование) инсулиновых рецепторов в нейронах, механизм 

возникновения которого недостаточно изучен.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалы. Набор ELISA для рецептора инсулина PhosphoDetect™ 

(pTyr1162/1163; нумерация ИР-В) и набор ELISA для рецептора инсулина (β-

субъединица) были получены от Calbiochem. Уровни фосфопротеинов измеряли с 

помощью MILLIPLEX® MAP Akt/mTOR (EMD Millipore Corp. MA, США; номер 

по каталогу 48-611MAG). Уровни общих белков IRβ, Akt, mTOR и GSK3β измеряли 

с помощью панели общего белка MILLIPLEX® MAP Akt/mTOR (EMD Millipore 

Corp. MA, США; номер по каталогу 48-612MAG). Дихолинсукцинат был 

синтезирован как указано в главе 6. Другие материалы были приобретены у Sigma-

Aldrich, Thermo fisher scientific, ICN, Gibco, Biosource, Invitrogen и Acros. 

Лабораторные животные. Эксперименты с животными проводили в 

соответствии с этическими принципами и нормативными документами, 

рекомендованными Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, 

используемых для экспериментов или в иных научных целях (Страсбург, 1986 г.), 

«Принципами ухода за лабораторными животными», сформулированными 

Национальными институтами здравоохранения, Национальным стандартом РФ 

ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надлежащей лабораторной практики», «Правила 

лабораторной практики в Российской Федерации»  (приказ №708н от 23.08.2010), 

Приказом Минздрава России от 01.04.2016 г. No 199н «Об утверждении Правил 

надлежащей лабораторной практики» и были одобрены локальным этическим 

комитетом при Институте нормальной физиологии им. Анохина, РАМН, локальным 

этическим комитетом при институте Химической физики РАН, локальным 

этическим комитетом при Научном центре здоровья детей РАМН, локальным 

этическим комитетом при Национальном медицинском исследовательском центре 

здоровья детей Минздрава РФ,  в зависимости от места проведения эксперимента. 

Мыши самцы линии C57Bl/6 были получены из Лаборатории биологических 

исследований Пущинского филиала Института биоорганической химии имени 

Шемякина-Овчинникова (г. Пущино Московской области). Животные содержались 

по 4-5 особей в клетках в контролируемых условиях окружающей среды при 
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температуре воздуха 18–22°С, относительной влажности 60–70% и естественно-

искусственном освещении с циклом 12/12 или 14/10. Вновь прибывшие животные 

находились на карантине 7 дней в клетках до начала эксперимента. Животных 

содержали группами по 4 особи в клетке при постоянной температуре 21°С в 

помещении с контролируемым освещением при цикле свет-темнота 14/10. 

Животные имели свободный доступ к пище и воде. 

Первичная культура гранулярных нейронов мозжечка крыс. Гранулярные 

нейроны мозжечка были приготовлены из 7-8-дневных крыс Вистар, как описано 

[354]. Мозжечок вырезали и помещали в ледяной буферный солевой раствор 

Хэнкса, не содержащий Ca2+/Mg2+ (HBSS) без фенолового красного (Gibco). После 

измельчения ткань помещали в HBSS без Ca2+/Mg2+ с феноловым красным и 0,1% 

трипсином на 15 мин при 36°C. Трипсин удаляли промыванием HBSS. Клетки 

осаждали в HBSS, затем ресуспендировали в среде Neurobasal Medium (Gibco) с 

добавкой B-27 (Gibco), 20 мМ KCl, GlutaMax (Gibco) и 

пенициллином/стрептомицином, высевали с плотностью 5 × 106 клеток/мл на 35 × 

10 мм стерильные чашки, предварительно покрытые поли-D-лизином. Культуры 

содержали при 37°C во влажной атмосфере с 5% CO2 и 95% воздуха с добавлением 

среды Neurobasal. Культуры обрабатывали на 3-й день 5 мкМ цитозинарабинозида 

(Sigma) в течение 24 ч для предотвращения глиальной пролиферации, а затем 

меняли среду. Для экспериментов использовали нейроны на 7-9-е сутки. 

Первичная культура нейронов коры мозга крыс. Первичные культуры 

нейронов получали из коры мозга одно- или двухдневных крыс линии Вистар. Крыс 

анестезировали, обезглавливали, кору удаляли и отделяли от мозговых оболочек. 

Извлеченные ткани промывали раствором Хэнкса, не содержащим Са2+ и Mg2+, 

помещали в раствор папаина на 15 мин при 36°С, промывали стандартным 

раствором Хэнкса с феноловым красным и культуральной средой Minimal Essential 

Medium (MEM) и диспергировали в свежей MEM. Однородную суспензию дважды 

осаждали на центрифуге при 200 g в течение 5 мин. Осажденные клетки 

ресуспендировали до концентрации 106 клеток/мл в нейробазальной среде (NBM), 
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дополненной добавкой B-27, GlutaMAX и пенициллином/стрептомицином. 

Суспензию (200 мкл) переносили на покровные стекла, прикрепленные к лункам 

35-мм пластиковых чашек Петри (MatTek, Ashland, MA, USA), или по 400 мкл в 

каждую лунку 24-луночных пластиковых планшетов (Corning costar). Стеклянные 

чашки и планшеты предварительно покрывали 10 мг/мл полиэтиленимина на 30 

мин. Через час добавляли 1,5 мл NBM, содержащего 2% B-27 Supplement, 1% 

антибиотик-антимикотик и 1% GlutaMAX. Клетки хранили в инкубаторе при 37°С, 

95% воздуха + 5% СО2 и относительной влажности 100%. Цитозинарабинозид 

(AraC, 5 мкМ) добавляли в среду на двое-трое суток для предотвращения 

пролиферации глиальных клеток и получения культур с процентным содержанием 

нейронов более 90%. Каждые три дня клетки подкармливали, заменяя 1/3 старой 

среды новой средой. Культуры использовали в экспериментах через 10–12 дней 

после посева (10–12 дней в культуре, DIV). Перед каждым экспериментом дно с 

клетками и планшеты десять раз отмывали от добавки В27 буфером, содержащим 

135 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES, 5 мМ D-глюкоза; 

рН 7,4. Затем клетки выдерживали в этом буфере в течение часа перед каждым 

экспериментом. 

Фенотипирование клеточных культур коры мозга крыс. Культуру 

фиксировали 4% PFA в течение 15 минут, промывали PBS. Специфические 

первичные антитела к белкам bIIITubulin (PA5-85639) и GFAP (OPA1-06100) 

добавляли в раствор 2% BSA в PBS-T в разведениях 1:1000 и 1:100 соответственно 

и инкубировали в течение ночи при +4°C. После трехкратной промывки PBS в 

разведении 1:100 добавляли вторичные антитела, конъюгированные с FITC 

(QL230437) и AlexaFuor 594 (A-11005), и инкубировали 30 мин при комнатной 

температуре в темноте. После трехкратной промывки PBS для окрашивания ядер 

добавляли раствор DAPI (D3571). Флуоресцентную микроскопию выполняли на 

многорежимном ридере Cytation 3 Cell Imaging от BioTek. Подсчет клеток 

проводили с использованием CellProfiler v. 3.1.8 и классификации CellProfiler 

Analyst v. 2.2.1. Процент клеток, экспрессирующих каждый маркер в каждом 
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биологическом повторе, рассчитывали относительно общего количества клеток с 

живой морфологией (DAPI-положительные клетки и bIIITub или GFAP-

положительные клетки).  

Измерение скорости выделения Н2О2 в срезах печени. Опыты с инсулином 

выполнены на срезах печени крыс-самцов линии Вистар. Под анестезией крыс 

декапитировали, печень извлекали, приготавливали срезы печени толщиной  около 

1 мм и тщательно промывали холодным раствором 0,15 М KCl перед введением в 

эксперимент. Концентрацию Н2О2 оценивали в среде инкубации по окислению 

фенолового красного в присутствии пероксидазы хрена [350]. Для выяснения 

влияния добавок на скорость выделения Н2О2, срезы инкубировали 10 мин с 1 

мкЕд/мл инсулина, 1 мЕд/мл инсулина плюс 2 мМ малоновой кислоты, 2 мМ 

янтарной кислоты, а также без добавок (контроль) при 37°С в 30 мМ трис-HCl (pH 

7,4).  

Измерение скорости выделения Н2О2 митохондриями печени и сердца. Опыты 

с инсулином выполнены на срезах печени и сердца крыс-самцов линии Вистар. Под 

анестезией крыс декапитировали, печень извлекали. Срезы ткани толщиной  около 

1 мм тщательно промывали раствором 0,15 М KCl. Для определения влияния 

инсулина на скорость генерации Н2О2 митохондриями, срезы инкубировали 1 мин 

с 1 мкЕд/мл инсулина или без инсулина (контроль) при 37°С в среде, содержащей 

30 мМ трис-HCl (pH 7,4). Митохондрии немедленно выделяли из срезов методом 

дифференциального центрифугирования в растворе, содержащем 0,25 М сахарозы 

и 0,1 М ЭДТА. При 600g удалялись ядра, при 10000g выделялись митохондрии. 

Изолированные митохондрии инкубировали 15 мин при 37°С в среде, содержащей 

35 мМ трис-HCl (pH 7,6), и янтарную кислоту (сукцинат) в возрастающих 

концентрациях, после чего определяли концентрацию Н2О2 в среде инкубации по 

окислению фенолового красного в присутствии пероксидазы хрена [350]. 

Измерение активности протеинтирозинфосфатаз. Общую активность ПТФ 

оценивали по высвобождению фосфата из фосфотирозина по методу Кремерскотен 

и Барнеков [349]. Для определения зависимости активности ПТФ от времени 
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инкубации с инсулином срезы инкубировали с 1 мкЕд/мл инсулина при 37°С в 

среде, содержащей 30 мМ трис-HCl (pH 7,4). Для определения влияния добавок на 

активность ПТФ, срезы инкубировали 5 мин с 1 мкЕд/мл инсулина, 1 мкЕд/мл 

инсулина плюс 2 мМ малоновой кислоты (малонат), 2 мМ янтарной кислоты 

(сукцинат), а также без добавок (контроль) при 37°С в среде, содержащей 30 мМ 

трис-HCl (pH 7,4). Затем срезы отмывали раствором 0.15 М KCl, гомогенизировали, 

и определяли общую активность ПТФ.  

Измерение активности протеинтирозинфосфатаз и скорости выделения 

Н2О2 в гомогенатах печени крыс. Печень гомогенизировали в среде, содержащей 

100 мМ трис-HCl (pH 7,4) и 1,15 % KCl. Гомогенат центрифугировали 10 мин. при 

200 x g и декантировали. Жидкую клеточную фракцию (35,6 мг белка/мл) 

использовали в опытах. Для определения влияния каталазы на эффективность 

ингибирования ПТФ сукцинатом, гомогенат инкубировали 10 мин. при 37°С в 

среде, содержащей 30 мМ трис-HCl (pH 7,5) и 4 мМ фосфотирозина с добавлением 

2 мМ сукцината, 2 мМ сукцината плюс 7,6 Ед. каталазы, а также без добавок 

(контроль), после чего определяли активность ПТФ. Для определения зависимости 

активности ПТФ от концентрации сукцината, гомогенаты инкубировали 10 мин. 

при 37°С в среде, содержащей 30 мМ трис-HCl (pH 7,5), 4 мМ фосфотирозина, и 

сукцинат в возрастающих концентрациях.  

Измерение перекиси водорода в культурах нейронов. Выход H2O2 из культур 

нейронов измеряли с помощью флуориметрии с использованием непроникающего 

в клетки красителя Amplex Red в присутствии пероксидазы хрена (набор Amplex® 

Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit, кат. № A22188, Invitrogen). Культуры 

CGN предварительно инкубировали в течение 120 мин в солевом растворе, 

состоящем из 156 мМ NaCl, 3 мМ KCl, 2 мМ MgSO4, 1,25 мМ KH2PO4, 2 мМ CaCl2, 

0,5 мМ глюкозы, 20 мМ HEPES, и рН, доведенном до 7,4 с NaOH. Затем культуры 

подвергали воздействию указанного солевого раствора с добавлением 50 мкМ 

Amplex Red и 0,1 ЕД/мл пероксидазы хрена (среда инкубации). Выход H2O2 из 

нейронов регистрировали каждые 5 с в течение 2 мин. Инкубационную среду 
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быстро заменяли свежей средой, не содержащей инсулина (контроль) или 100 нМ 

инсулина, и выход H2O2 регистрировали каждые 5 с в течение 2 мин. Где указано, 

коклюшный токсин (pertussis toxin, PTX) 2 мкг/мл добавляли за 120 мин до и во 

время стимуляции инсулином. Малонат 6 мМ добавляли за 5 мин до и во время 

стимуляции инсулином. Флуоресценцию измеряли с помощью 

эпифлуоресцентного инвертированного микроскопа Axiovert 200 (Carl Zeiss, 

Германия), оснащенного флюоритовым объективом 20Х, с возбуждением при 

550±10 нм и регистрацией флуоресценции при 610±30 нм. Все данные изображений 

были собраны и проанализированы с использованием программного обеспечения 

Metafluor 6.1 (Universal Imaging Corp., США). Стандартные кривые концентраций 

H2O2 были линейными до 1500 нМ и использовались для преобразования значений 

флуоресценции в значения концентраций H2O2. Расчетный предел обнаружения 

анализа составил 7 нМ. Данные нормализовали к общему количеству клеточного 

белка и выражали как H2O2 нМ · мкг-1. 

Анализ фосфорилирования рецептора инсулина. Количества 

аутофосфорилированной β-субъединицы рецептора инсулина (pYpY-IR) измеряли 

с помощью набора ELISA для рецептора инсулина PhosphoDetect™ (pTyr1162/1163; 

нумерация ИР-В) (Calbiochem), подходящего для исследований с рецептором 

инсулина крысы. Общее количество β-субъединицы рецептора инсулина (IR), 

измеряли с использованием набора ELISA для рецептора инсулина (β-субъединица) 

(Calbiochem). Культуры CGN инкубировали в солевом растворе, содержащем 145 

мМ NaCl, 5,6 мМ KCl, 1,8 мМ СаCl2, 1 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES, 0,5 мМ глюкозы 

при рН 7,4 в течение 30 мин с инкубацией без инсулина (контроль) или с инсулином 

в течение 10 мин при 37°С, с пре-инкубацией в течение 5–30 мин перед введением 

инсулина других добавок как указано в тексте. Эксперимент заканчивали, удаляя 

среду, промывая охлажденным льдом PBS и добавляя 200 мкл буфера для лизиса 

клеток (Biosource) на чашку, дополненного 1 мМ PMSF, 50 мМ набора ингибиторов 

протеаз III (Sigma) и 2 мМ ортованадата натрия в качестве ингибитор 

тирозинфосфатазы на льду в течение 10 мин. Лизаты центрифугировали при 12000 
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об/мин при 4°С в течение 12 мин. В каждом лизате измеряли количество 

аутофосфорилированных β-субъединиц рецептора и общее количество β-

субъединиц рецептора, как описано производителем. Для каждого эксперимента 

значения аутофосфорилированных β-субъединиц были нормализованы к общему 

количеству β-субъединиц по Уравнению 1: 

𝑌𝑖 (норм) =
𝑌0 − 𝑌𝑐𝑡𝑟

𝑌𝑖𝑛𝑠 − 𝑌𝑐𝑡𝑟
 (1) 

где Y0 представляет собой исходное значение фосфорилирования рецептора, Yi 

(норм) – нормализованное значение фосфорилирования, Yctr – среднее значение 

фосфорилирования в нейронах в отсутствие стимуляции инсулином и Yins – 

среднее значение фосфорилирования в нейронах в ответ на 100 нМ инсулина. 

Измерение [Ca2+]i и ΔΨm. Для измерения концентрации внутриклеточного Ca2+ 

([Ca2+]i) нейроны коры нагружали низкоаффинным индикатором Fura-FF (2 мкМ) в 

форме ацетоксиметиловых эфиров в течение 60 мин при 37 °C. Флуоресценцию 

Fura-FF возбуждали поочередно при 340 и 380 нм и регистрировали при 525 нм. 

Для одновременных измерений [Ca2+]i и ΔΨm клетки загружали 2,5 мкг/мл родамина 

123 (Rh123)в течение последних 15 минут периода загрузки Fura-FF в буфер при 

37°C. Флуоресценцию Rh123 возбуждали и регистрировали при 485 и 525 нм, 

соответственно. Накопление Rh123 в поляризованных митохондриях гасит 

флуоресцентный сигнал, и, наоборот, деполяризация митохондрий вызывает рост 

флуоресценции Rh123 [362]. Измерения проводили при 25–27 °С в среде, 

содержащей 135 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES, 5 

мМ D-глюкоза; рН 7,4. 100 мкМ глутамата добавляли в не содержащую Mg2+ среду, 

содержащую 10 мкМ глицина, и затем клетки выдерживали при 37°C в течение 30 

минут. В бескальциевых буферах CaCl2 заменяли на 0,1 мМ EGTA и 2 мМ MgCl2. 

Чтобы исследовать накопление митохондриального Ca2+ во время воздействия 

глутамата, митохондрии полностью деполяризовали добавлением 1 мкМ FCCP. 

Наконец, 1 мкМ иономицина (Iono) добавляли для калибровки максимальной 

реакции Fura-FF на повышение [Ca2+]i. Для измерения флуоресценции 

использовали инвертированный микроскоп Olympus IX-71, оснащенного 
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ксеноновой лампой, 20-кратным флюоритовым объективом, системой освещения 

Sutter Lambda 10-2 (Sutter Instruments, США) и ПЗС-камерой CoolSNAP HQ2, 

управляемой компьютерной программой MetaFluor (Molecular Device, США). 

Данные выражали как отношение F/F0 сигнала флуоресценции, измеренного после 

воздействия добавок на нейроны, к исходному сигналу. 

Измерение IRβ pY1150/1151, Akt pS473, mTOR pS2448 и GSK3β pS9. Для измерения 

фосфопротеинов нейроны коры головного мозга крыс подвергали воздействию 

среды, с добавкой или без 100 мкМ глутамата в среде, не содержащей Mg2+, в 

присутствии 10 мкМ глицина, при 37° C в течение 30 минут. Затем среду заменяли 

буфером, содержащим 100 нМ инсулина, 130 мМ NaCl, 5,4 мМ KCl, 5 мМ D-

глюкозы, 20 мМ HEPES и рН 7,4, и клетки инкубировали при 37°С в течение 15 

мин. Клетки лизировали, определяли уровни фосфопротеинов IRβ pY1150/1151, Akt 

pS473, mTOR pS2448 и GSK3β pS9 в лизатах с помощью панели MILLIPLEX® MAP 

Akt/mTOR (EMD Millipore Corp. MA, США) и уровни общих белков IRβ, Akt, 

mTOR и GSK3β в лизатах измеряли с помощью панели общего белка MILLIPLEX® 

MAP Akt/mTOR (EMD Millipore Corp. MA, США) с использованием анализатора 

MAGPIX® (Merck Millipore, MA, USA) в соответствии с инструкциями 

производителя. Полученные значения фосфопротеинов IRβ pY1150/1151, Akt pS473, 

mTOR pS2448 и GSK3β pS9 нормализовали к уровням общего белка IRβ, Akt, mTOR 

и GSK3β, соответственно, и выражали в процентах от значений, полученных в 

обработанных инсулином клетках. 

Мониторинг флуоресценции родамина 123. Изменения потенциала 

внутренней мембраны митохондрий в отдельных нейронах в ответ на добавки 

измеряли по флуоресценции родамина 123 (Rhodamine 123, Rh123), как описано 

ранее [356]. Культуры нейронов уравновешивали 10 мкг/мл Родамина 123 в солевом 

растворе, забуференном Hepes, в течение 10 мин при 20°C. Клетки перед 

экспериментом промывали HBSS и затем подвергали воздействию инсулина, 

ротенона, малоната или FCCP в течение 10 минут и измеряли флуоресценцию 

(возбуждение 488 нм, эмиссия 530 нм). Данные выражали как отношение F/F0 
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сигнала флуоресценции после воздействия добавок на нейроны к исходному 

сигналу. 

Измерения 31Р ЯМР in vivo. На 8-е сутки крыс скальпировали под общим 

наркозом (40 мг/кг пентобарбитала), чтобы исключить вклад метаболитов мышцы, 

закрепляли в специальном стереотаксическом устройстве и помещали в датчик 

ЯМР спектрометра, сконструированного для регистрации спектров мозга 31Р in vivo. 

Датчик снабжен двухвитковой диаметром 14 мм поверхностной катушкой, 

локализация чувствительного объема, обеспечиваемая катушками, составляет 

полусферу радиусом, равным радиусу витка [403]. Крысу располагали так, чтобы 

центр черепа совпадал с центром окружностей витков катушек. Датчик помещали 

в магнит ЯМР – спектрометра Bruker AM-400 WB с напряженностью магнитного 

поля 9.4 Т и частотой 161.98 МГц для ядер 31Р. Однородность поля контролировали 

по полуширине сигнала протонов тканевой воды, который регистрировали 

катушкой, и оптимизировали шиммированием, добиваясь значений 100 – 150 Гц. 

Спектры мозга 31Р ЯМР in vivo снимали в одноимпульсном режиме, используя 

зондирующий импульс 40о и релаксационную задержку 0.3 с. Ширина 

спектрального диапазона составляла 7 кГц. Время снятия спектра – 1 мин. Сразу 

после регистрации исходного спектра прямо в датчике спектрометра у крысы 

моделировали глобальную ишемию, останавливая сердце переменным 

электрическим током 27 В, подаваемым 4 мин на пару игольчатых электродов, 

закрепленных под кожей на грудной клетке. Одновременно, с интервалом 1 мин 

регистрировали спектры 31Р мозга in vivo в течение 15 мин. Уровни фосфатных 

метаболитов в мозге перед моделированием ишемии определяли измерением 

интегральных интенсивностей соответствующих сигналов в спектрах, нормируя 

интенсивность каждого сигнала к сумме интегральных интенсивностей всех 

сигналов спектра. В каждой серии измерений динамики ишемии для 

индивидуального животного интенсивности сигналов нормировали к 

соответствующим исходным  значениям, полученным из спектра данного 

животного перед остановкой сердца. Внутриклеточный рН определяли по 
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химическому сдвигу δ неорганического фосфата (Фн) от сигнала ФК, принимая 

δФК = 0.  

1H ЯМР измерения in vivo. Спектры записывали на частоте 1H 400 МГц с 

помощью спектрометра Bruker AM-400 WB (Bruker, Reinsretten, Germany) с 

вертикальным магнитом, снабженным зондом с внешним диаметром 70 мм. 

Животное под анестезией пентобарбиталом натрия (40 мг/кг, внутрибрюшинно) 

фиксировали в головке зонда, при этом поверхностную спираль (диаметром 14 мм 

для крыс) располагали непосредственно на черепе животного. Однородность 

магнитного поля оптимизировалась по сигналу воды. Обычно получали ширину 

линии от 40 до 90 Гц. Спектры 1H ЯМР накапливались и обрабатывались, как 

описано [415, 416]. Отношения метаболитов NAA/Cr рассчитывали по измерениям 

относительной высоты пиков с использованием программного обеспечения 

спектрометра. Все измерения 1H ЯМР проводились исследователем, 

«ослепленным» в отношении групп лечения. 

Модель хронической церебральной гипоперфузии. Хроническую 

церебральную гипоперфузию индуцировали у крыс постоянной двусторонней 

окклюзией общих сонных артерий (2VO), как описано [424]. Крыс анестезировали 

пентобарбиталом натрия (40 мг/кг, внутрибрюшинно) и общие сонные артерии 

крысы отделяли от шейных симпатических и блуждающих нервов через 

вентральный шейный разрез. Затем артерии перевязывали шелковыми нитями. Та 

же хирургическая процедура была выполнена у ложнооперированных крыс, но без 

фактического перевязки. 

Инъекция β-амилоидного пептида 25–35. Крыс анестезировали 

пентобарбиталом натрия (30 мг/кг, внутрибрюшинно), после чего β-амилоидный 

пептид 25–35 в виде стерильного раствора 2 мкг на 1 мкл физиологического 

раствора вводили билатерально в базальное ядро Мейнерта крысы с каждой 

стороны через проводниковую канюлю микрошприцем Hamilton по 

стереотаксическим координатам: AP -1,5, DL ± 2,7 и H 8,1. Ложнооперированным 
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крысам вводили билатерально в базальное ядро Мейнерта 1 мкл физиологического 

раствора. 

Тест условного рефлекса пассивного избегания у крыс. Установка для теста 

пассивного избегания состояла из светлого отсека, соединенного с темным отсеком 

контролируемой дверью. Сам тест состоял из двух испытательных сессий. В 

испытании на приобретение навыка крыс индивидуально помещали в светлое 

отделение, дверь в темное отделение открывали и регистрировали задержку по 

времени (задержку) до входа крысы в темное отделение. После того как крыса 

прошла через дверь, дверь закрывали и через решетчатое дно в течение 1 с подавали 

электрический ток силой 0,8 мА. После удара током крысу возвращали в 

домашнюю клетку. Испытание на удержание приобретенного навыка проводили 

через двадцать четыре часа после первого испытания. В этом испытании каждое 

животное помещали в светлый отсек и регистрировали задержку перехода в темный 

отсек до истечения 180 с. 

Тест условного рефлекса пассивного избегания у мышей. Установка для 

нисходящего (step-down) теста пассивного избегания состояла из коробки (22 х 24 

х 27 см) с решетчатым полом из нержавеющей стали. Круглая платформа из 

плексигласа (диаметр 8 см, высота 2 см) закреплялась в центре коробки. Во время 

обучения каждую мышь отдельно помещали на платформу. Когда мышь слезала с 

платформы и клала все четыре лапы на решетчатый пол, наносился удар током 

силой 1,0 мА в течение 3 с. Испытание на запоминание (retention) было проведено 

через двадцать четыре часа после тренировки таким же образом, как и тренировка, 

за исключением того, что через решетчатый пол не наносился удар электрическим 

током. Каждую мышь снова помещали на платформу и регистрировали задержку 

при понижении до истечения 180 с. 

Тест водного лабиринта. Тест водного лабиринта проводили по методике 

Морриса [417]. Экспериментальная установка состояла из круглого бассейна с 

водой (диаметр 120 см, высота 60 см), содержащего воду при 24°С на глубину 40 

см и сделанную непрозрачной путем добавления молока. Спасательная платформа 
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из оргстекла 8 х 8 см погружалась на 1,5 см ниже поверхности воды и располагалась 

в середине одного квадранта. Расположение платформы оставалось неизменным на 

протяжении всего периода обучения. Бассейн располагался в тестовой комнате с 

различными визуальными подсказками. Проводили 6 тренировочных проб в день с 

интервалом между пробами 2 мин. Животных помещали в бассейн в одном из 

шести исходных положений. В каждом тренировочном испытании записывались 

время и длина пути, необходимые для побега на скрытую платформу. Результаты 

шести тренировочных испытаний усреднялись для получения единого 

репрезентативного значения, а средние значения использовались для 

окончательной статистики. Животным, обнаружившим платформу, позволяли 

оставаться на платформе в течение 30 с, а затем возвращали в домашнюю клетку в 

течение перерыва между опытами. Животных, которые не находили платформу в 

течение 120 с, в конце опыта мягко направляли к платформе на 30 с. Все 

поведенческие эксперименты проводились исследователями, «ослепленными» в 

отношении групп лечения. 

Тест открытое поле. Спонтанную двигательную активность мышей 

оценивали в тесте «открытое поле» в автоматическом режиме с использованием 

монитора активности Opto-Varimex-3 (Columbus Instruments, OH) на основе 

фотоэлементов. Животных по отдельности помещали в монитор активности и 

регистрировали спонтанную двигательную активность (общее накопленное 

количество горизонтальных одиночных прерываний фотоэлемента) в течение 3-

минутного периода. 

Измерение активности холинацетилтрансферазы. Крыс декапитировали под 

анестезией пентобарбиталом натрия (40 мг/кг, внутрибрюшинно). Мозг быстро 

удаляли и гомогенизировали. Активность холинацетилтрансферазы (ХАТ) в 

гомогенатах коры головного мозга измеряли по методу, описанному Фоннумом 

[431]. Все измерения ХАТ проводились исследователем, «ослепленным» в 

отношении групп лечения. 
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Статистический анализ. Статистический анализ данных проводили с 

помощью t-критерия Стьюдента, однофакторного ANOVA, однофакторного  

ANOVA с повторными измерениями, или двухфакторного ANOVA в зависимости 

от дизайна эксперимента. Параметры Vmax и Кm уравнения Михаэлиса-Ментен, 

рассчитывали при помощи линейного регрессионного анализа данных, 

переведенных в двойные обратные координаты. Аппроксимация кривых функцией 

Хилла проводилась с помощью нелинейной регрессии, чтобы получить значения 

параметров в Уравнении 2: 

𝑌 = 𝑆𝑡𝑎𝑟𝑡 + (𝐸𝑛𝑑 − 𝑆𝑡𝑎𝑟𝑡) ×
𝑋𝑛

𝐾𝑛 + 𝑋𝑛
 (2) 

где Y — значение параметра, X — переменная, K — концентрация 

переменной, при которой достигается половина эффекта и n — коэффициент 

Хилла. 

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

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

значимости. Критерии Шапиро – Уилка или Колмогорова – Смирнова применялись 

для выбора параметрических или непараметрических методов статистического 

анализа. Различия считали статистически значимыми при p<0,05.  
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ГЛАВА 3. ИССЛЕДОВАНИЕ РОЛИ МИТОХОНДРИЙ В ГЕНЕРАЦИИ 

ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СИГНАЛА ИНСУЛИНА И РЕГУЛЯЦИИ 

АКТИВНОСТИ ПРОТЕИНТИРОЗИНФОСФАТАЗ 

3.1 Введение 

С пионерских работ, опубликованных в 1978-79 гг., известно, что инсулин 

стимулирует образование перекиси водорода (Н2О2) в клетках жировой ткани [88, 

89]. Позднее было установлено, что роль инсулин-чувствительного источника Н2О2 

в адипоцитах играет НАДФН-оксидаза 4 (Nox4) [90], а функция образующейся 

Н2О2 состоит в ингибировании чувствительного к окислению каталитического 

центра протеинтирозинфосфатаз [342, 343, 344], которые дефосфорилируют 

активную аутофосфорилированную форму рецептора инсулина, тем самым 

ограничивая время жизни активной фосфорилированной формы рецептора. 

Поэтому инсулин-индуцированная Н2О2 играет важную роль в увеличении времени 

жизни активной аутофосфорилированной формы рецептора и выступает в роли 

сигнала инсулина (здесь и далее «окислительного сигнала инсулина»), который 

направлен на увеличение времени жизни рецептора инсулина в активном 

состоянии. Однако, неизвестно, является ли окислительная сигнализация инсулина 

общим механизмом для всех тканей или это тканеспецифичный механизм 

подавления активности протеинтирозинфосфатаз в адипоцитах. Неизвестно также, 

насколько общим источником инсулин-чувствительной Н2О2 являются НАДФН-

оксидазы. Предположительно митохондрии также могут выступать источником 

окислительного сигнала инсулина с учетом того, что митохондрии активно 

производят Н2О2 при высоком значении мембранного потенциала [345]; янтарная 

кислота, субстрат сукцинатдегидрогеназы (СДГ), обеспечивает самую высокую 

скорость генерации Н2О2 в сравнении с другими респираторными субстратами 

[346]; а инсулин оказывает почти немедленное (секунды) стимулирующее действие 

на окисление [2,3-14С]-сукцината в респираторной цепи митохондрий [347, 348]. 



 

84 
 

Целью исследований, представленных в этой главе, было изучение насколько 

общим сигнальным механизмом является окислительная сигнализация инсулина в 

инсулин-чувствительных тканях, а также выявление роли митохондрий в генерации 

окислительного сигнала инсулина и изучение связи между окислительным 

сигналом инсулина и активностью протеинтирозинфосфатаз. 

3.2 Роль митохондрий в генерации окислительного сигнала инсулина и 

ингибировании протеинтирозинфосфатаз  

Цель исследования – выяснить, индуцирует ли инсулин образование Н2О2 в 

образцах печени, взятых от здоровых крыс, участвует ли митохондрия в генерации 

окислительного сигнала инсулина и влияет ли окислительный сигнал инсулина на 

общую активность  протеинтирозинфосфатаз (ПТФ) в печени.  

Для выяснения влияния добавок на скорость выделения Н2О2 в срезах печени, 

срезы инкубировали 10 мин с 1 мкЕд/мл инсулина, 1 мЕд/мл инсулина плюс 2 мМ 

малоновой кислоты, 2 мМ янтарной кислоты, а также без добавок (контроль). 

Инкубация срезов печени с инсулином более, чем в 10 раз увеличила скорость 

выделения Н2О2 (p<0,001), а также  более, чем в три раза снизила активность ПТФ 

(p<0,001) в сравнении с контролем (Таблица 5).  

Таблица 5 - Влияние инсулина на скорость выделения H2O2 и активность 

протеинтирозинфосфатаз в срезах печени крыс ([91]). 

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). 

Малонат, ингибитор СДГ, статистически значимо снизил эффекты инсулина 

на скорость выделения Н2О2 (p<0,001) и на ингибирование ПТФ (p<0,001), а 

сукцинат сам по себе статистически значимо повысил скорость генерации Н2О2 
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(p<0,001) и ингибировал активность ПТФ в печени (p<0,001). В совокупности эти 

результаты указывают на то, что окислительный сигнал инсулина имеет место в 

печени, инсулин стимулирует быстрый выброс Н2О2 в печени, функцию инсулин-

чувствительного источника Н2О2 выполняет респираторная цепь митохондрий, где 

СДГ играет ключевую роль в генерации Н2О2.   

Для определения характеристик эффекта инсулина, была изучена временная 

зависимость ингибирования ПТФ инсулином в печени (Рисунок 5).  

 

Рисунок 5 - Временная зависимость эффекта инсулина на активность ПТФ ([91]). 

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

величиной. 

Было найдено, что инсулин быстро и обратимо снижал активность ПТФ в 

образцах печени здоровых крыс, причем максимальный эффект ингибирования 

достигался на временах 5-10 мин, что соответствует временам, на которых 

достигается максимальное фосфорилирование (активация) инсулинового 

рецептора после стимуляции инсулином. 

В отсутствие стимуляции инсулином сукцинат дозозависимо подавлял 

активность ПТФ в печени, но этот эффект достигался только при высоких 

супрафизиологических дозах сукцината в миллимолярном диапазоне его 

концентраций (Рисунок 6). 
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Рисунок 6 - Дозовая зависимость эффекта сукцината на активность ПТФ ([91]). 

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

Для того, чтобы выяснить, опосредуется ли ингибирующий эффект сукцината 

на активность ПТФ повышением генерации Н2О2, образцы печени инкубировали с 

сукцинатом в присутствии каталазы (Таблица 6).  

Таблица 6 - 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). 

Было найдено, что каталаза полностью блокировала эффект инактивации 

ПТФ сукцинатом, из чего следует, что ингибирующие эффекты сукцината на 

активность ПТФ опосредуются Н2О2.  

Таким образом, в настоящем исследовании впервые показано, что 

окислительный сигнал инсулина не является тканеспецифичным для жировой 
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ткани, но имеет место по меньшей мере еще в одной инсулин-чувствительной ткани 

– в печени. 

Кроме того, впервые показано, что митохондрия является источником 

окислительного сигнала инсулина. До этого, единственным известным источником 

окислительного сигнала инсулина были НАДФН-оксидазы адипоцитов. 

Инсулин-стимулированный выброс Н2О2 в печени имеет признаки сигнала, 

так как ингибирует ПТФ, негативный регулятор инсулиновой сигнализации. 

Значимость этого сигнала инсулина состоит в том, что, ингибируя ПТФ, он 

подавляет дефосфорилирование рецептора, обеспечивая тем самым поддержание 

высокой активности инсулинового рецептора в течение периода стимуляции 

инсулином. Максимальный эффект ингибирования ПТФ достигался на временах 5-

10 мин, что соответствует временам, на которых достигается максимальное 

фосфорилирование инсулинового рецептора после начала стимуляции инсулином. 

Впервые показано, что сукцинатдегидрогеназа комплекса II респираторной 

цепи митохондрий вовлечена в производство инсулин-индуцированного Н2О2 

сигнала, так как этот Н2О2 сигнал ингибировался малонатом, конкурентным 

ингибитором сукцинатдегидрогеназы. Этот результат согласуется с известными 

данными,  что в интервале физиологических и умеренно супрафизиологических 

концентраций сукцината <400 мкМ источником Н2О2 является флавиновый сайт IIF 

комплекса  II, который ингибируется малонатом [351].  

Впервые показано, что сукцинат индивидуально может поддерживать 

генерацию Н2О2 и ингибирование ПТФ в печени, однако этот эффект сукцината в 

отсутствие инсулина наблюдается только при высоких миллимолярных 

супрафизиологических концентрациях сукцината. 

Предположительная схема взаимодействия окислительного сигнала инсулина 

и ПТФ в печени с учетом результатов настоящего исследования и литературных 

данных представлена на Рисунке 7. 
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Рисунок 7 - Схема взаимодействия окислительного сигнала инсулина и 

протеинтирозинфосфатаз в печени в условиях стимуляции инсулином. Инсулин 

вызывает переход рецептора (ИР) в активную фосфорилированную форму (pY-ИР), 

которая фосфорилирует и активирует протеинтирозинфосфатазу (pY-ПТФ), 

которая в свою очередь дефосфорилирует и инактивирует pY-ИР (см. главу 1). 

Настоящее исследование показывает, что инсулин вызывает выброс Н2О2 в печени 

за счет реакции окисления сукцината сукцинатдегидрогеназой (СДГ) митохондрий. 

Инсулин-индуцированная Н2О2 ингибирует чувствительный к окислению 

каталитический сайт ПТФ, тем самым предотвращая дефосфорилирование и 

инактивацию pY-ИР и поддерживая рецептор в активном состоянии. 

3.3 Влияние инсулина на скорость генерации Н2О2 митохондриями  

Физиологический интервал концентраций сукцината в сыворотке крови 

человека, находящегося в покое, составляет 1–10 мкМ [352], хотя может 

повышаться до 125 мкМ при выполнении физических упражнений и задержке 

дыхания при нырянии [353].  

Цель исследования – изучить влияние инсулина на кинетику генерации Н2О2 

митохондриями печени и сердца в интервале физиологически релевантных  

концентраций сукцината ≤80 мкМ. 

Митохондрии, выделенные из тканей, предварительно обработанных 

инсулином в течение 1 мин, имели значимо более высокие скорости генерации Н2О2 
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(p <0,01) по сравнению с контрольными при использовании сукцината в качестве 

респираторного субстрата в интервале его физиологически релевантных 

концентраций от 0 до 80 мкМ (Рисунок 8).  

 

Рисунок 8 - Эффект инсулина на скорость генерации Н2О2 митохондриями сердца 

(А) и печени (В) ([92]). Митохондрии были выделены из сердца и печени крыс без 

(контроль) или с предобработкой инсулином (инсулин). Символы – 

экспериментальные данные (среднее из трех независимых экспериментов); линии -  

расчетные кривые по уравнению Михаэлиса-Ментен.  

Экспериментально наблюдаемая зависимость начальной скорости генерации 

Н2О2 изолированными митохондриями печени и сердца от концентрации сукцината 

удовлетворительно описывалась уравнением Михаэлиса-Ментен (Уравнение 3):  

V=Vmax×S/(Km+S)      (3) 

где V – начальная скорость генерации Н2О2; S – начальная концентрация сукцината; 

Vmax– максимальная скорость генерации Н2О2; и Km – константа Михаэлиса. 

В терминах уравнения Михаэлиса-Ментен предобработка тканей инсулином 

многократно увеличила Vm по сравнению с контролем (Рисунок 9; Таблица 7). 



 

90 
 

 

Рисунок 9 - Зависимость скорости генерации Н2О2 митохондриями сердца (А) и 

печени (В) от концентрации сукцината в двойных обратных координатах. 

Митохондрии были выделены из тканей без (контроль) или с предобработкой 

инсулином (инсулин). Экспериментальные данные представлены как среднее из 

трех независимых экспериментов; V – скорость генерации Н2О2; S – концентрация 

сукцината; r – коэффициент корреляции Пирсона.   

Следует отметить, что эффект увеличения скорости генерации Н2О2 

митохондриями был кратковременным, и при увеличении времени обработки 

тканей инсулином до 5 мин наблюдаемые величины скорости генерации Н2О2 

выделенными из этих тканей митохондриями не отличались от контрольных 

значений.  

Таблица 7 - Расчетные параметры уравнения Михаэлиса-Ментен для 

зависимости скорости выделения Н2О2 изолированными митохондриями от 

концентрации сукцината. 

Предобработка 

ткани 

Vmax, нмоль/мин на 

1 мг белка 
Km, мкМ 

Коэффициент 

корреляции r 

Митохондрии сердца 

Нет (контроль) 0,22 7,0 0,986 

Инсулин 1,41 11,7 0,989 

Митохондрии печени 

Нет (контроль) 0,33 6,4 0,989 

Инсулин 1,32 3,2 0,934 
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Инсулин не вызывал существенного повышения скорости генерации Н2О2 в 

митохондриях, выделенных из жировой ткани, преинкубированной с инсулином в 

течение 1 мин. Более того, сами значения скорости выделения Н2О2 с сукцинатом, 

взятым в качестве респираторного субстрата, были очень низкими. Для 

иллюстрации сравнение скоростей выделения Н2О2 митохондриями, выделенными 

из жировой ткани, по сравнению с митохондриями, выделенными из сердца крыс 

показаны на Рисунке 10,  а параметры Vmax и Km уравнений Михаэлиса-Ментен, 

удовлетворительно описывающих эти процессы, показаны в Таблице 8. 

 

Рисунок 10 - Скорость генерации Н2О2 митохондриями сердца (А) и жировой ткани 

(В). Митохондрии были выделены из соответствующих тканей без (контроль) или 

с предобработкой инсулином (инсулин). Символы – экспериментальные данные 

(среднее из трех независимых экспериментов); линии -  расчетные кривые по 

уравнению Михаэлиса-Ментен.  

Таблица 8 - Параметры уравнения Михаэлиса-Ментен для скорости выделения 

Н2О2 митохондриями жировой ткани. 

Предобработка ткани 
Vmax, нмоль/мин на 1 мг 

белка 
Km, мкМ 

Нет (контроль) 0,054 7,8 

Инсулин 0,071 3,5 

В настоящем исследовании впервые показано, что окислительный сигнал 

инсулина не ограничивается жировой тканью и печенью, а имеет место по меньшей 

мере еще в одной инсулин-чувствительной ткани – в сердце.  
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Кроме того показано, что кратковременная предобработка инсулином 

многократно увеличивает скорость генерации Н2О2 в митохондриях сердца и 

печени, и этот эффект достигается при физиологически релевантных 

концентрациях сукцината в интервале ≤80 мкМ. Дозовая зависимость 

окислительного сигнала инсулина от концентрации сукцината удовлетворительно 

описывается уравнением Михаэлиса-Ментен, причем наибольший прирост сигнала 

обеспечивают концентрации сукцината менее 10 мкМ, что соответствует уровню 

сукцината в крови человека, находящегося в состоянии покоя [352].  

В то же время инсулин не вызывает значимого изменения скоростей генерации  

Н2О2 в митохондриях жировой ткани с сукцинатом в качестве респираторного 

субстрата. Более того, сами скорости выделения Н2О2 митохондриями жировой 

ткани намного ниже, чем в печени и сердце. Это указывает на то, что 

окислительный сигнал инсулина в жировой ткани не имеет митохондриальной 

природы, что согласуется с литературными данными, где окислительный сигнал 

инсулина, вовлеченный в ингибирование ПТФ генерировался  НАДФН-оксидазой 

Nox4 [90]. С учетом роли окислительного сигнала в поддержании высокой 

активности инсулинового рецептора наличие разных источников окислительного 

сигнала в разных тканях является предпосылкой для дифференциальной 

чувствительности тканей к инсулину.  

Существование дозовой зависимости окислительного сигнала инсулина от 

концентрации сукцината в печени и сердце указывает на то, что сукцинат может 

быть использован для лечения локальной инсулиновой резистентности в этих 

тканях, как средство, поддерживающее инсулиновый рецептор в активном 

состоянии путем ингибирования ПТФ, дефосфорилирующих активную 

фосфорилированную форму инсулинового рецептора. 
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3.4 Выводы по главе 3: 

1. Показано, что окислительный сигнал инсулина не является 

тканеспецифичным для адипоцитов, но имеет место в других инсулин-

чувствительных тканях, по меньшей мере еще в печени и сердце. 

2. Впервые показано, что митохондрия является участником инсулиновой 

сигнализации в сердце, печени и нейронах, где выполняет роль источника 

окислительного сигнала инсулина (Н2О2), вовлеченного в ингибирование 

активности протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов 

фосфорилирования инсулинового рецептора, причем скорость генерации 

сигнальной Н2О2 в печени и сердце в ответ на инсулин имеет гиперболическую 

зависимость Михаэлиса-Ментен от концентрации сукцината в интервале его 

физиологически релевантных концентраций 1–80 мкМ. 

3. Впервые показано, что ключевую роль в генерации окислительного сигнала 

инсулина играет реакция окисления сукцината сукцинатдегидрогеназой комплекса 

II респираторной цепи митохондрий.  
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ГЛАВА 4. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА РЕГУЛЯЦИИ 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ИНСУЛИНОВОГО РЕЦЕПТОРА В НЕЙРОНАХ 

4.1 Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах 

Инсулин вызывает фосфорилирование ИР в нейронах в дозо- и время-

зависимой манере. Экспериментальная кривая зависимости фосфорилирования 

рецептора инсулина от концентрации инсулина в первичной культуре гранулярных 

нейронов мозжечка крысы представлена на Рисунке 11.  

 

Рисунок 11 - Дозовая (А) и временная (В) зависимость фосфорилирования 

рецептора инсулина в нейронах ([357]). (А) Культуры гранулярных нейронов 

мозжечка крыс инкубировали c 0,5 – 500 нМ инсулина в течение 10 минут и 

измеряли фосфорилирование рецептора (pYpY-IR/IR). Результаты представлены 

как М ± m значений pYpY-IR/IR, полученных от пяти до девяти культур. *p<0,05 в 

сравнении с нестимулированным контролем. (В) Культуры нейронов инкубировали 

c 100 нМ инсулина в течение 0 – 45 минут и измеряли фосфорилирование рецептора 

(pYpY-IR/IR). Результаты представлены как М ± m значений pYpY-IR/IR, 

полученных от трех до четырех культур. *p<0,05 в сравнении с исходным 

значением.  

Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах удовлетворительно 

подчиняется базовой эмпирической модели фармакодинамики Emax, которая 
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описывает нелинейную зависимость ответа (в данном случае фосфорилирования) 

от концентрации агониста (в данном случае концентрации инсулина) с 

использованием четырех параметров, каждый из которых имеет эмпирически 

однозначную интерпретацию, Уравнение 3: 

𝐸 =
𝐸𝑚𝑎𝑥 × [𝐼𝑛𝑠]

𝐸𝐶50 + [𝐼𝑛𝑠]
 (3) 

где Е – фосфорилирование рецептора инсулина; Emax –  максимальное 

фосфорилирование рецептора инсулина; ЕС50 – концентрация инсулина, при 

которой достигается полумаксимальное фосфорилирование рецептора инсулина; 

[Ins] – концентрация инсулина. Согласно полученным экспериментальным 

результатам полумаксимальное фосфорилирование рецептора достигается при 

концентрации инсулина 16,3 ± 2,2 нМ, а аппроксимация экспериментальной кривой 

функцией Хилла дает Хилла n = 1,1 (коэффициент корреляции R2 = 0,99), что 

указывает на постепенное увеличение фосфорилирования (т.е., активации) 

рецепторов с повышением дозы инсулина по гиперболическому закону (n~1) при 

отсутствии отрицательной кооперативности, что характерно для изоформы А 

рецептора и совпадает с данными, что нейроны экспрессируют исключительно 

изоформу А рецептора инсулина. Максимальное фосфорилирование инсулинового 

рецептора в нейронах достигается в интервале 5 – 10 минут после стимуляции 

инсулином (Рисунок 11В).  

Опираясь на полученные результаты, концентрация инсулина 100 нМ, 

обеспечивающая практически полное фосфорилирование ИР в нейронах, и времена 

инкубации 5–20 мин были выбраны для исследования окислительного сигнала 

инсулина на этой модели in vitro.  

4.2 Роль митохондрий в генерации окислительного сигнала инсулина и 

регуляции фосфорилирования инсулинового рецептора в нейронах 

Инсулиновые рецепторы широко распространены в мозге [18, 19, 21, 22]. 

Фосфорилирование β-цепи инсулинового рецептора по трем остаткам тирозина 
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Y1146, Y1150 и Y1151  (нумерация ИР-А) в составе тирозинкиназного домена 

является ключевой посттрансляционной модификацией, приводящей  к главному 

конформационному изменению, открывающему неограниченный доступ 

субстратов и АТФ к каталитическому сайту киназы и примерно 200-кратному 

увеличению тирозинкиназной активности рецептора [80, 81, 82]. В главе 3 

показано, что митохондрия играет роль источника окислительного сигнала 

инсулина в печени и сердце, причем сигнал формируется за счет окисления 

сукцината в комплексе II митохондрий. Однако, неизвестно, существует ли 

окислительный сигнал инсулина в мозге и если да, неизвестно, насколько этот 

сигнал влияет на активность инсулинового рецептора в нейронах.  

Поэтому цель исследования состояла в том, чтобы изучить, имеет ли место 

окислительная сигнализация инсулина в нейронах, участвует ли реакция окисления 

сукцината в респираторной цепи митохондрий в генерации инсулин-

стимулированной сигнальной Н2О2 в нейронах, и изучить роль окислительного 

сигнала инсулина в фосфорилировании инсулиновых рецепторов в нейронах. 

Чтобы выяснить, стимулирует ли инсулин продукцию H2O2 в нейронах,  было 

измерено накопление H2O2 в течение 1 мин в инкубационной среде культуры 

нейронов мозжечка в присутствии или в отсутствие 100 нМ инсулина.  

Стимуляция инсулином вызвала многократное увеличение высвобождения 

H2O2 из нейронов до среднего уровня 66 ± 12 нМ, хотя базовое высвобождение H2O2 

в отсутствие стимуляции инсулином было ниже предела обнаружения анализа (7 

нМ). В этой же концентрации инсулин статистически значимо увеличил уровень 

фосфорилирования ИР (p<0,05) по сравнению с контролем (Рисунок 12).  

N-ацетилцистеин (NAC), эффективная ловушка Н2О2, а также малонат, 

ингибитор СДГ комплекса II митохондрий, и протонофор FCCP, вызывающий 

деполяризацию митохондрий через диссипацию протонного градиента, уменьшали 

уровень инсулин-индуцированной H2O2 и статистически значимо снижали уровень 

фосфорилирования ИР (pYpY-IR/IR) в нейронах (p<0,05) по сравнению с 
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контрольными нейронами, стимулированными той же концентрацией инсулина, но 

в отсутствие ингибиторов (Рисунок 12). 

Таким образом, окислительный сигнал инсулина имеет место в нейронах, 

имеет митохондриальное происхождение и необходим  для фосфорилирования 

рецепторов инсулина в нейронах.  

 

Рисунок 12 - Влияние ингибиторов на стимулированную инсулином продукцию 

H2O2 и фосфорилирование рецептора инсулина в нейронах ([355]). Культуры 

гранулярных нейронов мозжечка крыс инкубировали в отсутствие (К) или в 

присутствии 100 нМ инсулина (Инс) с добавками ингибиторов (A, B) 5 мМ N-

ацетилцистеина (NAC), (C, D) 2 мМ малоната (Мал) или  (E, F) 0,5 мкМ FCCP 

(FCCP).  Результаты представлены как M ± s концентраций H2O2 (A, C, E) в среде 

инкубации через 1 мин после введения инсулина или как M ± s значений pYpY-

IR/IR (B, D, F) через 20 мин после введения инсулина, полученных от четырех до 

девяти культур. Пунктирная линия указывает предел обнаружения анализа H2O2 (7 
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нМ). (B) *p<0,05 по сравнению с контролем. †p<0,05 по сравнению с инсулином 

(однофакторный ANOVA с апостериорным тестом Тьюки).  

Чтобы подтвердить, что реакция окисления сукцината вовлечена в 

фосфорилирование ИР в нейронах, было изучено фосфорилирование ИР в ответ на 

физиологически релевантную концентрацию инсулина 5 нМ без или с 

физиологически релевантной концентрацией 50 мкМ сукцината, субстрата СДГ 

митохондрий. Было найдено, что сукцинат не влиял на фосфорилирование ИР в 

отсутствие инсулина, но статистически значимо более, чем в 2 раза повысил 

уровень фосфорилирования ИР в присутствии инсулина (p<0,05) по сравнению с 

эффектом той же концентрации инсулина, но в отсутствие сукцината, тем самым 

подтверждая, что комплекс II митохондрий вовлечен в активацию рецептора 

инсулина в нейронах (Рисунок 13).   

 

Рисунок 13 - Влияние сукцината на стимулированное инсулином 

фосфорилирование рецептора инсулина в культуре нейронов ([355]). Культуры 

нейронов мозжечка инкубировали c 5 нМ инсулина (Ins5), 100 нМ инсулина 

(Ins100), 50 мкМ сукцината (S), 5 нМ инсулина и 50 мкМ сукцината (Ins5+S), или 

без добавок (Ctr) в течение 20 минут. Результаты представлены как M ± s значений 

pYpY-IR/IR в % от ответа на 100 нМ инсулина, полученных от четырех до девяти 

культур. *p<0,05 в сравнении с контролем. †p<0,05 по сравнению с 100 нМ 

инсулина. #p<0,05 по сравнению с 5 нМ инсулина (однофакторный ANOVA с 

апостериорным тестом Тьюки). 
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В целом, эти результаты указывают на то, что сукцинатдегидрогеназа 

комплекса II митохондрий играет ключевую роль в генерации окислительного 

сигнала инсулина.  

Известно, что белок Gαi2, чувствительный к ингибированию коклюшным 

токсином (PTX), играет роль посредника между ИР и НАДФН-оксидазой, 

генерирующей окислительный сигнал инсулина в адипоцитах [363]. Для того, 

чтобы выяснить играет ли роль активность G-белков, ингибируемых коклюшным 

токсином (pertussis toxin, PTX), в генерации окислительного сигнала инсулинов в 

нейронах, а также выяснить степень их влияния на фосфорилирование рецептора 

инсулина, были исследованы эффекты PTX, на выработку H2O2 и 

фосфорилирование рецепторов в нейронах мозжечка.  

Коклюшный токсин (PTX), ингибитор Gi/o сигнализации, снижал выброс 

Н2О2 и ингибировал фосфорилирование ИР в ответ на инсулин (Рисунок 14). 

 

Рисунок 14 - Влияние PTX на стимулированное инсулином фосфорилирование 

рецептора инсулина в культуре нейронов ([355]). Культуры гранулярных нейронов 

мозжечка крыс инкубировали в отсутствие (К) или в присутствии 100 нМ инсулина 

(Инс) с добавкой 2 мг/л коклюшного токсина (PTX).  Результаты представлены как 

M ± m концентраций H2O2 (A) в среде инкубации через 1 мин после введения 

инсулина или как M ± s значений pYpY-IR/IR (B) через 20 мин после введения 

инсулина, полученных от четырех до девяти культур. Пунктирная линия указывает 

предел обнаружения анализа H2O2 (7 нМ). (B) *p<0,05 по сравнению с контролем. 

†p<0,05 по сравнению с инсулином (однофакторный ANOVA с апостериорным 

тестом Тьюки). 
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Полученные результаты указывают на роль Gi-белковой сигнализации в 

генерации окислительного сигнала в нейронах, функция которой по аналогии с 

известной ролью Gαi2 в адипоцитах может состоять в передаче сигнала инсулина от 

ИР к сайту генерации окислительного сигнала, в данном случае митохондрии. 

Таким образом, настоящее исследование впервые указывает на существование 

неизвестного ранее сигнального пути в активации рецептора инсулина в нейронах, 

где объектом регуляции является фосфорилирование рецептора, известная 

посттрансляционная модификация необходимая для полной активации 

рецепторной тирозинкиназы, а роль регулятора играет окислительный сигнал 

инсулина, источником которого служит реакция окисления сукцината 

сукцинатдегидрогеназой комплекса II митохондрий.   

В настоящем исследовании впервые показано, что окислительный сигнал 

инсулина необходим для фосфорилирования нейронального инсулинового 

рецептора и ингибирование этого сигнала полностью запрещает активацию 

рецептора инсулина даже в присутствии наивысших эффективных концентраций 

инсулина. N-ацетилцистеин, эффективная ловушка перекиси водорода, полностью 

удалял сигнальную Н2О2 и подавлял фосфорилирование инсулинового рецептора 

инсулином. Так же точно ингибиторы образования сигнальной Н2О2, малонат и 

FCCP, статистически значимо подавляли фосфорилирование инсулинового 

рецептора в ответ на инсулин.   

Кроме того, в настоящем исследовании впервые показано, что 

фосфорилированием рецептора инсулина можно управлять не только варьируя 

концентрацию инсулина, но варьируя также концентрации сукцината, 

респираторного субстрата и метаболита цикла трикарбоновых кислот. Сукцинат в 

концентрации 50 мкМ почти в 3 раза повышал уровень фосфорилирования 

инсулинового рецептора в нейронах при стимуляции низкой дозой инсулина, 

релевантной концентрациям инсулина, вызывающим ответ в мозге человека [99].  
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4.3 Кинетика окислительного сигнала инсулина в нейронах   

Цель исследования – изучить кинетические характеристики окислительного 

сигнала инсулина в нейронах.  

Для того, чтобы определить кинетические характеристики окислительного 

сигнала инсулина, культуру нейронов мозжечка стимулировали инсулином и 

измеряли скорость высвобождения Н2О2 из нейронов с использованием 

непроникающего флуоресцентного красителя Amplex Red в период 120 с до и 120 

с после стимуляции инсулином. Исследование показало, 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 (Рисунок 14А). 

 

Рисунок 14 - Кинетика генерации окислительного сигнала инсулина в нейронах 

([357]). (А) Средние значения концентрации Н2О2 в среде инкубации (левая ось Y, 

символы) и скорости выделения Н2О2 нейронами (правая ось Y, линии) без 

стимуляции (контроль) и со стимуляцией инсулином (инсулин); данные от десяти 

культур. (В) Площади под кривой для прироста концентраций Н2О2 (AUC) в среде 

инкубации нейронов без (контроль) или с инсулином (инсулин) в указанные отрезки 

времени. Инсулин или среду (контроль) вводили в точке 0 с. *p<0,05 в сравнении с 

контролем.    
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 Известно, что H2O2 легко проникает через клеточные мембраны с временем 

формирования градиента <1 с [358], поэтому изменения концентраций Н2О2 во 

внеклеточной среде быстро повторяет изменения концентраций Н2О2 внутри 

клетки. Инсулин вызывает кратковременный одиночный всплеск H2O2 с пиком 5 – 

10 с, причем сравнение площадей под кривыми концентраций Н2О2 в период до 

стимуляции инсулином, в первые 30 с после стимуляции и в период от 30 до 60 с 

после стимуляции показывает, что все статистически значимые изменения 

происходят только в интервале первых 30 с после стимуляции инсулином (Рисунок 

14В).  

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 

сигнала, согласно теории, может иметь место когда за быстрой активацией реакции 

генерации Н2О2 в ответ на стимул следует ее отсроченное ингибирование до 

исходного уровня продуктами этой реакции. Результаты настоящего исследования, 

указывающие на роль СДГ в генерации сигнальной Н2О2, вполне укладываются в 

эту схему, так как сукцинатдегидрогеназная реакция, приводящая на первой фазе к 

образованию сигнальной Н2О2 ингибируется, как известно, продуктом этой 

реакции Н2О2 через поддержание и усиление оксалоацетат-опосредованной 

инактивации СДГ [374, 375], а длительность окислительного сигнала (<30 с) вполне 

согласуется с известными временами перехода между активным и неактивным 

состояниями СДГ [373, 376].   

Сопоставление временных характеристик окислительного сигнала инсулина и 

фосфорилирования инсулинового рецептора показывает, что окислительный 

сигнал инсулина предшествует фосфорилированию рецептора. Максимум 

индуцированного инсулином сигнала H2O2 достигает пика через 5 – 10 с, тогда как 

фосфорилирование рецептора достигает пика через 10 минут после начала 

стимуляции инсулином. На 20-й секунде стимуляции инсулином, когда Н2О2 сигнал 
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был завершен на 95%, фосфорилирование рецептора все еще продолжало нарастать 

(Рисунок 15). 

 

Рисунок 15 - Сравнение кинетики генерации окислительного сигнала инсулина и 

кинетики фосфорилирования инсулинового рецептора в нейронах ([357]). Кривая 

временной зависимости фосфорилирования инсулинового рецептора в ответ на 

стимуляцию 100 нМ инсулина (левая ось Y, черные символы и линия). Кривая 

скорости изменений концентраций Н2О2 в среде инкубации (правая ось Y, красная 

линия). 

Малонат и PTX, ингибиторы СДГ и Gi/o сигнализации, соответственно, 

снижали амплитуду окислительного сигнала инсулина во временном интервале 0–

30 с (Рисунки 16А и 16С).    

Сравнение площадей под кривой генерации Н2О2 в интервале 0–30 с и уровней 

фосфорилирования ИР в ответ на инсулин в присутствии ингибиторов малоната и 

PTX показывает, что ингибирование окислительного сигнала инсулина в первые 30 

секунд стимуляции инсулином достаточно для того, чтобы вызвать статистически 

значимое гипофосфорилирование ИР (Рисунки 16В и 16D). 
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Рисунок 16 - Эффекты малоната и PTX на кинетику генерации окислительного 

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

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

значения 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 инсулина 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.      

Таким образом, окислительный сигнал инсулина в нейронах представляет 

собой однократный 30-секундный выброс Н2О2, вызванный двухфазным 

изменением скорости генерации Н2О2, когда за быстрым 10-секундным подъемом 

следует 20-секундная фаза снижения скорости генерации Н2О2 до исходного 

уровня. Практически полное ингибирование окислительного сигнала инсулина 



 

105 
 

ингибитором СДГ митохондрий указывает на исключительную роль СДГ в 

генерации инсулин-индуцированной сигнальной Н2О2, регулирующей 

фосфорилирование ИР в ответ на инсулин в нейронах.  

4.4 Сверхчувствительность фосфорилирования рецептора инсулина к 

окислительному сигналу инсулина в нейронах  

Для того, чтобы выяснить характер зависимости фосфорилирования 

инсулинового рецептора от ингибирования окислительного сигнала инсулина, было 

изучено влияние возрастающих концентраций N-ацетилцистеина, ловушки Н2О2, 

на фосфорилирование рецептора инсулина в культурах нейронов мозжечка крыс в 

присутствии 100 нМ инсулина.   

NAC в дозозависимой манере ингибировал фосфорилирование рецепторов 

инсулина (Рисунок 17).  

 

Рисунок 17 - Зависимость фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах от 

концентрации N-ацетилцистеина ([357, 359]). Нейроны мозжечка инкубировали с 

100 нМ инсулина в течение 10 минут в присутствии N-ацетилцистеина. Результаты 

представлены как М ± m значений pYpY-IR/IR (символы), полученных от трех до 

семи культур. *p<0,05 в сравнении с 100 нМ инсулина. Сплошная линия – 

аппроксимация экспериментальной кривой функцией Хилла (n = 8,0). Пунктирная 

линия – расчетная кривая при коэффициенте Хилла n = 1,0.    
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 Аппроксимация экспериментальной кривой функцией Хилла дает параметры 

уравнения IC50 3,7 ± 0,2 мМ и коэффициент Хилла n = 8,0 ± 2,3 (R2 = 0,97). 

Необычно высокое значение коэффициента Хилла означает, что наблюдаемая 

зависимость «концентрация-ответ» является высоко сигмоидальной, то есть даже 

небольшое повышение NAC в окрестности полумаксимальной ингибирующей 

концентрации IC50 ведет к резкому и полному падению фосфорилирования 

рецептора. Такой тип ответа, наблюдаемый при значениях n>>1, т.е., согласно более 

чувствительный к изменению концентрации ингибитора, чем гиперболический 

ответ Михаэлиса-Ментен, в литературе определяют как «сверхчувствительность», 

а концентрация, в окрестностях которой происходит резкое изменение ответа, 

называется пороговой [360, 361]. Для сравнения на Рисунке 17 показана также 

расчетная кривая для случая постепенных изменений, наблюдаемых при обычном 

гиперболическом ответе Михаэлиса-Ментен (коэффициент Хилла n = 1).      

Для выяснения характера зависимости фосфорилирования рецептора от 

ингибирования сукцинатдегидрогеназы, было изучено влияние малоната, 

ингибитора СДГ, на фосфорилирование рецептора инсулина в ответ на 100 нМ 

инсулина в культурах нейронов мозжечка (Рисунок 18).  

 

Рисунок 18 - Зависимость фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах от 

концентрации малоната ([357, 359]). Нейроны мозжечка инкубировали с 100 нМ 

инсулина в течение 10 минут в присутствии малоната. Результаты представлены как 
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М ± m значений pYpY-IR/IR (черные символы), полученных от трех до семи 

культур. *p <0,05 в сравнении с 100 нМ инсулина в отсутствие малоната. Сплошная 

линия – аппроксимация экспериментальной кривой функцией Хилла (n = 3,4). 

Пунктирная линия – расчетная кривая при коэффициенте Хилла n = 1,0.       

Малонат в дозозависимой манере ингибировал фосфорилирование 

рецепторов. Аппроксимация экспериментальной кривой функцией Хилла дает 

параметры уравнения IC50 2,0 ± 0,3 мМ и коэффициент Хилла n = 3,4 (R2 = 0,92). 

Высокое значение коэффициента Хилла указывает на сверхчувствительность 

фосфорилирования рецептора к ингибированию активности СДГ, то есть даже 

небольшое изменение активности СДГ около определенного порога может иметь 

драматический эффект на фосфорилирование рецептора инсулина и вызывать 

нейрональную инсулиновую резистентность из-за гипофосфорилирования 

инсулинового рецептора.  

Полученные результаты предполагают, что фосфорилирование инсулинового 

рецептора в нейронах проявляет сверхчувствительность к окислительному сигналу 

инсулина, и даже небольшое снижение окислительного сигнала ниже порогового 

значения вызывает гипофосфорилирование инсулинового рецептора в ответ даже 

на самую высокую дозу инсулина (здесь 100 нМ).  

Для получения более полного представления, насколько высока 

чувствительность фосфорилирования инсулинового рецептора к ингибированию 

других возможных компонентов сигнального пути окислительного сигнала 

инсулина, были изучены эффекты ротенона, ингибитора комплекса I митохондрий, 

коклюшного токсина, ингибитора белковой Gi-сигнализации, и FCCP, 

протонофора, на фосфорилирование рецепторов в нейронах, стимулированных 100 

нМ инсулина.  

Эффект ротенона на фосфорилирование был статистически значимым, но 

неполным, и даже в присутствии самой высокой концентрации ротенона 

фосфорилирование ИР снижалось не более, чем на 50% (Рисунок 19).  
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Рисунок 19 - Зависимость фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах от 

концентрации ротенона ([357]). Культуры гранулярных нейронов мозжечка были 

инкубированы с 100 нМ инсулина в течение 10 минут в присутствии ротенона. 

Результаты представлены как М ± m значений pYpY-IR/IR, полученных от трех до 

четырех культур. *p <0,05 в сравнении с 100 нМ инсулина в отсутствие ротенона.    

Аппроксимация  экспериментальной кривой функцией Хилла дает 

коэффициент Хилла n = 0,7 (R2 = 0,83), что указывает на низкую чувствительность 

фосфорилирования ИР в нейронах к ингибированию комплекса I митохондрий, 

ниже, чем обычный гиперболический ответ Михаэлиса-Ментен.  

Таким образом, фосфорилирование ИР в нейронах в ответ на инсулин мало 

чувствительно к ингибированию комплекса I митохондрий. 

FCCP вызывал статистически значимое снижение фосфорилирования 

рецептора инсулина в ответ на инсулин, причем эффект FCCP повышался с 

повышением его концентрации (Рисунок 20).  

Аппроксимация экспериментальной кривой фосфорилирования ИР функцией 

Хилла дает значение IC50 0,07 ± 0,02 мкМ (R2 = 0,98) и коэффициент Хилла n = 1,5 

(R2 = 0,98). Высокое значение коэффициента Хилла указывает на высокую 

чувствительность фосфорилирования рецептора к деполяризации митохондрий, 

выше, чем гиперболический ответ Михаэлиса-Ментен, то есть относительно 

небольшое падение протонного градиента через внутреннюю мембрану 
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митохондрий способно вызвать вызывать гипофосфорилирование инсулинового 

рецептора и нейрональную инсулиновую резистентность. 

 

Рисунок 20 - Зависимость фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах от 

концентрации FCCP ([357]). Культуры гранулярных нейронов мозжечка были 

инкубированы с 100 нМ инсулина в течение 10 минут в присутствии FCCP. 

Результаты представлены как М ± m значений pYpY-IR/IR, полученных от трех до 

четырех культур. *p <0,05 в сравнении с 100 нМ инсулина в отсутствие FCCP.    

Коклюшный токсин, ингибитор белковой Gi/o-сигнализации, вызывал 

статистически значимое снижение фосфорилирования рецептора инсулина в ответ 

на инсулин, причем эффект PTX повышался с ростом его концентрации и при самой 

высокой исследованной концентрации практически полностью ингибировал 

фосфорилирование ИР (Рисунок 21).  

Аппроксимация экспериментальной кривой функцией Хилла дает параметры 

уравнения IC50 0,16 ± 0,06 мг/л и коэффициент Хилла n = 1,7 ± 2,0 (R2 = 0,96). 

Высокое значение коэффициента Хилла n>1 указывает на повышенную 

чувствительность фосфорилирования инсулиновых рецепторов в нейронах к 

активности белковой Gi/o-сигнализации, выше, чем гиперболический ответ 

Михаэлиса-Ментен, то есть относительно небольшое падение активности белковой 
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Gi/o-сигнализации способно вызвать вызывать гипофосфорилирование 

инсулинового рецептора и нейрональную инсулиновую резистентность. 

 

Рисунок 21 - Зависимость фосфорилирования рецептора инсулина в нейронах от 

концентрации PTX ([357]). Культуры гранулярных нейронов мозжечка были 

инкубированы с 100 нМ инсулина в течение 10 минут в присутствии PTX. 

Результаты представлены как М ± m значений pYpY-IR/IR, полученных от трех до 

четырех культур. *p <0,05 в сравнении с 100 нМ инсулина в отсутствие PTX.    

Эффекты ингибиторов окислительного сигнала инсулина на 

фосфорилирование ИР в нейронах в ответ на инсулин суммированы в Таблице 9. 

Таблица 9 - Эффекты ингибиторов окислительного сигнала инсулина на 

фосфорилирование инсулинового рецептора. 

Ингибитор IC50 n R2 Интерпретация 

NAC 3,7 мМ 8,0 0,97 Ловушка Н2О2 

Ротенон  0,03 мкМ 0,7 0,83 Ингибитор комплекса I митохондрий 

Малонат 2,0 мМ 3,4 0,92 Ингибитор комплекса II митохондрий 

FCCP 0,07 мкМ 1,5 0,98 Протонофор 

PTX 0,16 мг/л 1,7 0,96 Ингибитор Gi/o белков 

Сокращения и обозначения: n – коэффициент Хилла; R – коэффициент корреляции 

нелинейной регрессии.  
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Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах проявляет высокую 

чувствительность к ингибиторам сигнального пути окислительного сигнала 

инсулина, за исключением ингибитора I комплекса митохондрий, что указывает на 

незначительную роль комплекса I в регуляции чувствительности инсулиновых 

рецепторов в нейронах. 

Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах проявляет 

сверхчувствительность к удалению самого окислительного сигнала ловушкой Н2О2, 

а также к ингибированию источника окислительного сигнала инсулина, 

сукцинатдегидрогеназы комплекса II  митохондрий. Экстремально высокие 

значения коэффициента Хилла n=8,0 для NAC и n=3,4 для малоната означают, что 

существует пороговая концентрация для каждого из ингибиторов (IC50), в 

окрестности которой происходит резкое изменение ответа на инсулин от полного 

фосфорилирования ИР при концентрации ингибитора 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», разрешая фосфорилирование ИР в 

ответ на инсулин только при условии, что величина окислительного сигнала  

превышает определенное пороговое значение.  

4.5 Эффект деполяризации митохондрий на фосфорилирование 

инсулинового рецептора в нейронах  

Согласно результатам настоящего исследования протонофор FCCP вызывал 

снижение фосфорилирования ИР вплоть до практически полного ингибирования 

последнего, из чего следует, что деполяризация митохондрий может быть одним из 

факторов, вызывающих гипофосфорилирование инсулинового рецептора.  

Для того, чтобы выявить степень зависимости фосфорилирования рецептора 

инсулина от потенциала внутренней мембраны митохондрий ΔΨm, были изучены 

дозовые зависимости ΔΨm от концентрации ротенона, ингибитора комплекса I 
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митохондрий, малоната, ингибитора комплекса II митохондрий, и FCCP, 

протонофора, вызывающего деполяризацию митохондрий через диссипацию 

протонного градиента. Флуоресценцию родамина 123 (F/F0) использовали как меру, 

обратно пропорциональную величине ΔΨm [362]. Полученные результаты показаны 

в сопоставлении с эффектами этих же ингибиторов на фосфорилирование ИР.    

В предварительных опытах инсулин не оказывал влияния на флуоресценцию 

родамина 123 в нейронах.  

Ротенон дозозависимо  повышал как флуоресценцию родамина 123, т.е., 

снижал как ΔΨm, так и фосфорилирование инсулинового рецептора, но оба эти 

эффекта были относительно невелики, если сравнивать с эффектами малоната и 

FCCP (Рисунок 22А).  

 

Рисунок 22 - Эффекты ротенона (А), малоната (В) и FCCP (C) на фосфорилирование 

ИР и ΔΨm в нейронах в присутствии 100 нМ инсулина ([357]). Фосфорилирование 

ИР (левая ось Y, черные символы и линии). Флуоресценция родамина 123 (правая 

ось Y, зеленые 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 в 

отсутствие ингибиторов.  

Малонат вызывал статистически значимое многократное увеличение 

флуоресценции родамина 123 (то есть падение ΔΨm) и снижение 

фосфорилирования рецептора инсулина с увеличением дозы (Рисунок 22В). 

Аппроксимация  экспериментальной кривой флуоресценции функцией Хилла дает 

значение EC50 5,2±0,1 мМ и коэффициент Хилла n = 5,4 (R2 = 0,99), что указывает 
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на сверхчувствительность потенциала внутренней мембраны митохондрий к 

ингибированию СДГ митохондрий. Сравнение кривых фосфорилирования и 

флуоресценции показывает, что при концентрации малоната 2 мМ, при которой 

происходит ингибирование фосфорилирования на 50%, митохондрии были 

деполяризованы менее чем на 1%. То есть ингибирование  

фосфорилирования начинается при меньших концентрациях малоната, чем 

деполяризация митохондрий, из чего следует, что митохондриальная 

деполяризация не является причиной ингибирующего действия малоната на 

фосфорилирование рецепторов.  

FCCP, являясь протонофором, индуцирует митохондриальную деполяризацию 

через диссипацию протонного градиента, поэтому исследование эффектов FCCP 

позволяет оценить влияние именно деполяризации митохондрий на 

фосфорилирование рецепторов инсулина. В настоящем исследовании FCCP 

вызывал статистически значимое многократное увеличение флуоресценции 

родамина 123 (падение ΔΨm) инсулина с увеличением концентрации (Рисунок 22С). 

Аппроксимация экспериментальной кривой флуоресценции к уравнению Хилла 

дает значение EC50 0,030 ± 0,003 мкМ (R2 = 0,99) и коэффициент Хилла n = 3,95 (R2 

= 0,99), т.е., потенциал внутренней мембраны митохондрий сверхчувствителен к 

диссипации протонного градиента. При концентрации FCCP 0,07 мкМ, которая 

приводила к практически полной деполяризации митохондрий (>95%), 

фосфорилирование рецептора снижалось только на 50%, из чего следует, что 

эффект деполяризации в случае FCCP первичен по отношению к 

фосфорилированию. Существенное ингибирование фосфорилирования рецептора 

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

менее указывает на то, что деполяризация митохондрий сама по себе является 

достаточным условием для снижения фосфорилирования инсулинового рецептора 

в ответ на инсулин и развития инсулиновой резистентности в нейронах. 
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4.6 Регуляция чувствительности инсулинового рецептора в нейронах  

Опираясь на результаты настоящего исследования, можно составить 

предположительную схему регуляции чувствительности ИР в нейронах 

окислительным сигналом инсулина, где объектом регуляции является 

фосфорилирование инсулинового рецептора – посттрансляционная модификация, 

предопределяющая активность рецепторной тирозинкиназы, а роль регулятора 

играет окислительный сигнал инсулина, ключевую роль в генерации которого 

играет сукцинатдегидрогеназа комплекса II  митохондрий (Рисунок 23).  

 

Рисунок 23 - Схема регуляции чувствительности инсулинового рецептора в 

нейронах окислительным сигналом инсулина ([357]). Связывание инсулинового 

рецептора (IR) с инсулином вызывает кратковременное (<30 c) повышение 

скорости генерации окислительного 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/0-белка (Gi), чувствительного к ингибированию коклюшным 

токсином (PTX). Фосфорилирование IR сверхчувствительно к окислительному 

сигналу инсулина, то есть существует пороговое значение концентрации 
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сигнальной Н2О2 ([H2O2]), которое регулирует чувствительность IR к инсулину в 

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

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

рецепторная тирозинкиназа активируется и начинает передачу сигнала IR, 

опосредующую все биологические ответы инсулина. Если [H2O2] не достигает 

необходимого порогового значения, наблюдается гипофосфорилирование ИР и 

снижение биологического ответа на инсулин (инсулиновая резистентность).      

Представленная схема регуляции чувствительности инсулинового рецептора 

в нейронах не противоречит уже известным данным о функциях отдельных 

элементов выявленного сигнального пути, но находится в согласии и дополняет эти 

данные. 

Согласно научной литературе окисление способствует фосфорилированию 

инсулинового рецептора по критическим тирозинам, что необходимо для активации 

рецепторной тирозинкиназы. Окислители повышают фосфорилирование 

инсулинового рецептора через окисление цистеинов в составе β-цепи рецептора, 

эффект известный как “окислительное праймирование” рецептора []. Кроме того, 

окислители инактивируют каталитический сайт протеинтирозинфосфатаз, 

дефосфорилирующих и инактивирующих инсулиновый рецептор, тем самым 

повышая фосфорилирование инсулинового рецептора []. Существует сигнальный 

путь в адипоцитах, где инсулин-индуцированная эндогенная Н2О2 ингибирует 

протеинтирозинфосфатазу PTP1B, тем самым способствуя повышению 

фосфорилирования инсулинового рецептора, причем элементами этого 

сигнального пути являются оксидаза Nox4, генерирующая Н2О2 в ответ на инсулин, 

и G-белок Gαi2, опосредующий передачу сигнала от рецептора к Nox4 [93, 363]. 

Таким образом, выявленный в настоящем исследовании сигнальный путь 

расширяет существующие представления о роли окислительной сигнализации в 

регуляции фосфорилирования инсулинового рецептора на новый тип клеток – 

нейроны.  
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Участие G-белковой сигнализации в передаче сигналов рецептора инсулина 

известно из научной литературы. Изоформа Gαi2 из класса G-белков,  способна к 

ассоциации с инсулиновым рецептором и влияет на фосфорилирование рецептора 

пропорционально степени такой ассоциации [93, 94, 95] и, кроме того, генерация 

окислительного сигнала инсулина с участием НАДФН-оксидаз в мембранах 

адипоцитах опосредуется изоформой Gαi2 [93, 363], которая наряду с другими 

белками Gαi/o ингибируется коклюшным токсином [364]. В настоящем 

исследовании показано, что генерация окислительного сигнала инсулина в 

нейронах также ингибируется коклюшным токсином, что указывает на участие в 

процессе генерации сигнала неустановленного G-белка, вероятнее всего Gαi2. Ранее 

считалось, что вся сигнализация с участием G-белков происходит в окрестности 

цитоплазматической мембраны, но к настоящему времени накопились данные о 

существовании так называемой неканонической внутриклеточной G-белковой 

сигнализации  [365]. В частности, длинный вариант Gαi2, так называемый sGαi2, 

который формируется за счет альтернативного сплайсинга, широко распространен 

в мозге млекопитающих, где обнаруживается в аксонах и в дендритах, на 

пресинаптических и постсинаптических участках нейронов, и во многих 

внутриклеточных компартментах, включая митохондрии [366].    

Настоящее исследование показывает, что сукцинатдегидрогеназа играет роль 

источника окислительного сигнала инсулина в нейронах и окисление сукцината 

является источником окислительного сигнала инсулина в нейронах. Это 

согласуется с известным фактом, что инсулин оказывает почти немедленное 

(секунды) стимулирующее действие на окисление [2,3-14С]-сукцината в 

респираторной цепи митохондрий [347, 348], а также с тем фактом, что образование 

инсулин-индуцированной Н2О2 митохондриями зависит от концентрации 

сукцината (см. раздел 3).   

Сукцинатдегидрогеназа (СДГ) является частью митохондриального комплекса 

II, известного также как сукцинат-убихиноноксидоредуктаза, где происходит 

окисление сукцината до фумарата на флавиновом сайте IIF и восстановление 
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кофермента Q (CoQ) на сайте IIQ с образованием восстановленной формы CoQH2 

[367]. Генерация Н2О2 в интервале физиологических и умеренно 

супрафизиологических концентраций сукцината (<200 мкМ) происходит на сайте 

IIF комплекса [351]. Во время окисления сукцината два электрона передаются от 

сукцината к флавину сайта IIF, а затем через сайт IIQ к CoQ и далее в респираторную 

цепь. Известно, что еще одним сайтом генерации митохондриальной Н2О2 при 

патофизиологических миллимолярных концентрациях сукцината может быть 

комплекс I митохондрий за счет, как полагают, обратного трансфера электрона от 

комплекса II митохондрий [351]. С учетом этих обстоятельств наиболее вероятным 

сайтом формирования окислительного сигнала инсулина с участием сукцината 

является сайт FII комплекса II митохондрий. 

Функциональную роль выявленного в настоящем исследовании механизма 

регуляции чувствительности ИР в нейронах еще предстоит оценить. 

Предположительно, этот механизм может обеспечить избирательную активацию 

ИР только в работающих синапсах, не затрагивая остальные. Инсулин 

синтезируется в нейронах [28, 29, 30, 31] и хранится в синаптических везикулах, 

откуда выделяется в синаптическую щель в ответ на деполяризацию [32, 36].   

Нейрональные инсулиновые рецепторы с наибольшей плотностью расположены в 

постсинаптической плотности дендритных шипиков в составе преимущественно 

возбуждающих синапсов [11]. При этом только меньшинство дендритных шипиков 

(<10%) содержит митохондрии [390], что исключает массовую активацию ИР в 

постсинаптической плотности дендритных шипиков в ответ на инсулин из-за 

полной зависимости фосфорилирования ИР от митохондриального окислительного 

сигнала. Однако, электрическая стимуляция вызывает выброс глутамата и 

активацию NMDA рецептора с возникновением в постсинаптическом терминале 

градиента Ca2+, от которого зависит перераспределение митохондрий в дендритных 

шипиках в пользу их накопления в работающих синапсах [390], что создает условия 

для избирательной активации ИР только в синапсах, непосредственно вовлеченных 

в нейротрансмиссию, тем более, что инсулин также высвобождается 



 

118 
 

пресинаптическими нервными терминалами в ответ на нейрональную активность 

[32, 36]. 

4.7 Возможные причины гипофосфорилирования инсулинового 

рецептора в нейронах   

Выявленная в настоящем исследовании сверхчувствительность 

фосфорилирования инсулинового рецептора в нейронах к ингибированию 

сукцинатдегидрогеназы комплекса II митохондрий позволяет оценить роль 

известных факторов, влияющих на активность СДГ, в снижении фосфорилирования 

ИР в нейронах. Известно, что активность СДГ регулируется окислением-

восстановлением. Восстановленная форма СДГ является активной формой 

фермента, которая стабилизируется связыванием с сукцинатом, а неактивная, 

окисленная форма СДГ, стабилизируется в виде комплекса 1:1 с оксалоацетатом, 

продуктом последовательного превращения сукцината в фумарат, малат и, наконец, 

в оксалоацетат в цикле трикарбоновых кислот [368]. Аффинность 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 

[369]. Физиологическими активаторами-восстановителями СДГ являются сукцинат 

[370] и восстановленная форма кофермента CoQH2 [371], причем соотношение 

восстановленной к окисленной форме коэнзима CoQH2/CoQ в каждый момент 

времени является основным фактором, определяющим активность СДГ. 

Соответственно, все факторы, снижающие  CoQH2/CoQ, в теории могут снижать 

окислительный сигнал инсулина, с оговоркой, что роль этих факторов была 

установлена в экспериментах, где стимуляция инсулином не изучалась. Тем не 

менее, к таким негативным факторам относятся нарушения в работе комплекса I 

митохондрии, так как CoQH2 в значительной степени генерируется 

восстановлением CoQ на сайте IQ комплекса I [372]; снижение концентрации 

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

деполяризацию митохондрий [373]; а также действие окислителей (Н2О2), 

увеличивающих связывание оксалоацетата с СДГ митохондрий [374, 375].  

С учетом критической роли окислительного сигнала инсулина в активации 

рецептора инсулина в нейронах, все факторы, негативно влияющие на условия 

генерации Н2О2 сукцинатдегидрогеназой митохондрий, могут вызывать 

гипофосфорилирование инсулинового рецептора и развитие нейрональной 

инсулиновой резистентности в условиях, когда нет недостатка в инсулине (Рисунок 

24).  

 

Рисунок 24 - Факторы, влияющие на активность сукцинатдегидрогеназы ([122]). 

Синим и красным показаны факторы, влияющие положительно и отрицательно на 

активность СДГ, и предположительно способные влиять на генерацию 

окислительного сигнала инсулина. 

К таким факторам относятся окислительный стресс, низкое отношение 

АТФ/АДФ, низкое отношение CoQH2/CoQ, деполяризация митохондрий и утечка 

протона через внутреннюю мембрану митохондрий. К противоположным 

факторам, положительно влияющим на чувствительность инсулинового рецептора 

в нейронах, относятся высокое отношение АТФ/АДФ, высокое отношение 
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CoQH2/CoQ, высокий потенциал внутренней мембраны митохондрий и повышение 

концентраций сукцината в пределах физиологически релевантных концентраций С 

учетом сверхчувствительности фосфорилирования инсулинового рецептора к 

окислительному сигналу инсулина антиоксидантная система организма может 

вызывать гипофосфорилирование инсулиновых рецепторов в нейронах.  

Кинетические характеристики окислительного сигнала инсулина в нейронах, 

а именно кратковременное действие в течение секунд и относительно низкая 

концентрация Н2О2 даже в пике сигнала, фактически делают его «невидимым» для 

большинства  эндогенных антиоксидантов, за исключением пероксиредоксинов 

(Prx) и глутатионпероксидазы (Gpx1), которые способны метаболизировать 

индуцированный инсулином H2O2 согласно кинетическим оценкам, основанным на 

опубликованных константах скорости второго порядка ~107 M-1 с-1 и данных об их 

количественном содержании в митохондрии и цитозоле [377, 378, 379]. 

Соответственно, Gpx1 и Prx как наиболее быстрые и эффективные 

антиоксидантные системы для элиминации H2O2 могут представлять собой барьер 

для окислительного сигнала инсулина, способствуя снижению активации 

инсулинового рецептора в нейронах в ответ на инсулин. 

Использование в настоящем исследовании антиоксиданта N-ацетилцистеина 

для ингибирования окислительного сигнала инсулина было основано на том, что, 

хотя NAC малоэффективен в прямой неферментативной реакции с перекисью 

водорода, но, будучи субстратом Gpx1, он способен обеспечить высокие скорости 

удаления сигнальной Н2О2 в ферментативной реакции [380].  

Результаты настоящего исследования, указывающие на необходимость 

окислительного сигнала для активации инсулинового рецептора, согласуются с  

результатами опубликованных исследований in vivo, в которых показано, что 

повышение активности Gpx1 может приводить к инсулиновой резистентности. 

Мыши со сверхэкспрессией Gpx1 являются резистентными к инсулину, страдают 

ожирением и наряду с гиперинсулинемией демонстрируют 70% снижение 

стимулированного инсулином фосфорилирования рецепторов инсулина по 
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сравнению с контрольными мышами дикого типа [381]. Напротив, мыши, 

лишенные Gpx1, защищены от резистентности к инсулину, вызванной диетой с 

высоким содержанием жиров, в то время как введение N-ацетилцистеина, делает 

их еще более резистентными к инсулину [382].  

Повышенная экспрессия Gpx1 и пероксиредоксинов обнаружена в мозге 

пациентов с болезнью Альцгеймера, что является, как полагают, компенсаторной 

реакцией на окислительный стресс [383, 384]. По сравнению с возрастной нормой 

мозг этих пациентов характеризуется гипофосфорилированием рецептора 

инсулина [89] при значительной гиперэкспрессии Gpx1 [385, 386] и 

пероксиредоксинов Prx1 и Prx2 [387, 388, 389].  

Существуют данные, что повышенная экспрессия Prx1 и пероксиредоксинов 

наблюдается и при других нейродегенеративных заболеваниях, таких как синдром 

Дауна, болезнь Хантингтона и болезнь Паркинсона [122], хотя связь между 

повышением экспрессии этих антиоксидантов и инсулиновой резистентностью 

пока не установлена.    

В целом, сверхчувствительность фосфорилирования инсулиновых рецепторов 

в нейронах к ингибированию окислительного сигнала инсулина создает условия 

для гипофосфорилирования рецептора и возникновения нейрональной 

инсулиновой   резистентности. Наиболее общими факторами, которые влияют на 

фосфорилирование рецептора инсулина в нейронах, являются деполяризация 

митохондрий и окислительный стресс. К деполяризации митохондрий могут 

приводить любые нарушения ионного гомеостаза, в том числе те, что развиваются 

в условиях церебральной ишемии. Влияние глутаматной эксайтотоксичности на 

инсулиновую сигнализацию в нейронах будет рассмотрено в следующей главе.   

 4.8 Выводы по главе 4: 

1. Впервые показано, что существует неизвестный ранее сигнальный путь, 

регулирующий чувствительность инсулинового рецептора в нейронах, где 

объектом регуляции является фосфорилирование рецептора, посттрансляционная 
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модификация имеющая решающее значение для активации рецепторной 

тирозинкиназы, а роль регулятора играет окислительный сигнал инсулина (Н2О2). 

2. Впервые показано, что митохондрия играет роль источника окислительного 

сигнала инсулина в нейронах, что позволяет по-новому оценить роль митохондрий 

в развитии нейрональной инсулиновой резистентности. 

3. Впервые показано, что окислительный сигнал инсулина в нейронах 

представляет собой однократный выброс Н2О2 с пиком 5 – 10 с и длительностью не 

более 30 с, генерируемый окислением сукцината в комплексе II митохондрий в 

ответ на инсулин. 

4. Впервые показано, что окислительный сигнал инсулина предшествует 

фосфорилированию рецептора и необходим для фосфорилирования инсулинового 

рецептора в нейронах. 

5. Впервые показано, что фосфорилирование рецептора инсулина проявляет 

сверхчувствительность к ингибированию окислительного сигнала инсулина, 

выражающуюся в резком падении фосфорилирования рецептора при достижении 

пороговой концентрации ингибитора даже в присутствии максимально 

эффективной концентрации инсулина, что является предпосылкой для 

гипофосфорилирования рецептора и развития нейрональной инсулиновой 

резистентности в условиях подавления окислительного сигнала.   

6. Впервые показано, что фосфорилирование рецептора инсулина проявляет 

сверхчувствительность к ингибированию сукцинатдегидрогеназы комплекса II 

митохондрий, что является предпосылкой для нарушения активации инсулинового 

рецептора вследствие гипофосфорилирования в условиях снижения по какой-либо 

причине активности СДГ.  

7. Впервые показано, что  

фосфорилирование рецептора инсулина ингибируется в условиях 

деполяризации внутренней мембраны митохондрий, что является предпосылкой 

для нарушения активации инсулинового рецептора вследствие 

гипофосфорилирования в этих условиях.   
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9. Обнаруженная в настоящем исследовании ультрачувствительность 

фосфорилирования инсулинового рецептора к действию модельных 

митохондриальных токсинов дает направление поиска патологических факторов, 

которые приводят к гипофосфорилированию рецептора инсулина и развитию 

нейрональной инсулиновой резистентности в условиях заболеваний ЦНС, в том 

числе при ишемическом инсульте.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

124 
 

ГЛАВА 5. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА РАЗВИТИЯ 

ИНСУЛИНОВОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ В НЕЙРОНАХ В УСЛОВИЯХ 

ГЛУТАМАТНОЙ ЭКСАЙТОТОКСИЧНОСТИ 

5.1 Введение 

Глутаматная эксайтотоксичность возникает при массовом выбросе глутамата 

синапсами в ответ на так называемую аноксическую деполяризацию, которая имеет 

место в острейшем периоде ишемического инсульта. Центральным событием в 

развитии эксайтотоксичности считается активация глутаматом NMDAR, что 

вызывает массовый приток Ca2+ в пост-синаптические терминалы нейронов в виде 

двух волн, быстрой обратимой первой волны, за которой следует вторая волна более 

значительного увеличения внутриклеточной концентрации Са2+ с одновременным 

падением потенциала внутренней мембраны митохондрий [169, 171, 174, 175, 176, 

177]. С учетом ультрачувствительности фосфорилирования рецептора инсулина к 

деполяризации митохондрий, глутаматная эксайтотоксичность представляет собой 

фактор, потенциально способный приводить к гипофосфорилированию 

инсулинового рецептора и нарушению активации инсулинового рецептора 

вследствие деполяризации митохондрий нейронов. 

Цель исследования – изучить эффект эксайтотоксических концентраций 

глутамата на инсулин-индуцированное фосфорилирование инсулинового 

рецептора и нижележащих сигнальных молекул в каскаде передачи сигнала 

рецептора инсулина Akt, mTOR и GSK3β в нейронах. 

5.2 Динамика [Ca2+]i и ΔΨm в нейронах коры мозга крыс 

Для исследования использовали клетки коры мозга крыс, имевший 

преимущественно нейрональный фенотип. Нейроны (bIIITub-положительные и 

GFAP-отрицательные клетки) составляли 90,5 ± 13,8 % (n = 10), а глиальные клетки 

(GFAP-положительные и bIIITub-отрицательные клетки) составляли 9,5 ± 5,4 % от 

общего числа клеток (Рисунок 25).   
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Рисунок 25 - Репрезентативные изображения флуоресцентного окрашивания 

клеточной культуры коры мозга крыс. Шкала 100 мкм ([391]).  

Динамику изменений внутриклеточных концентраций [Ca2+]i и мембранного 

потенциала ΔΨm в индивидуальных нейронах оценивали во времени с целью 

определения временного интервала, достаточного для статистически значимого 

снижения ΔΨm. Для этого кортикальные нейроны мозга крыс подвергались 

воздействию 100 мкМ глутамата, и изменения [Ca2+]i и ΔΨm отслеживались в 

течение 60 минут. Как и ожидалось, глутамат вызывал быстрое увеличение [Ca2+]i 

с последующим снижением ΔΨm в клетках. Через 30 мин после начала воздействия 

глутамата среднее значение [Ca2+]i увеличилось в 2,4 раза выше исходного уровня 

(F148,8732 = 44,8, р<0,0001), а среднее значение ΔΨm достоверно уменьшилось в 1,6 

раза ниже исходного уровня (F148,8732 = 182,8, р<0,0001). Таким образом, на 30-й 

минуте воздействия глутамата наблюдалась статистически значимая деполяризация 

митохондрий. Соответственно, для последующих экспериментов с инсулином был 

выбран именно 30-минутный интервал воздействия глутамата (Рисунок 26).  
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Рисунок 26 - Влияние 100 мкМ глутамата на динамику [Ca2+]i (А) и ΔΨm (В) в 

нейронах коры мозга крыс ([391]). Концентрации внутриклеточного кальция 

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

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

флуоресценция Rh123 обратно пропорциональна величине ΔΨm [362]. 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.  

5.3 Эффект глутамата на фосфорилирование инсулинового рецептора в 

нейронах коры мозга крыс 

Для того, чтобы изучить эффект глутамата на инсулиновую сигнализацию в 

нейронах, культуры нейронов коры мозга крыс последовательно подвергали 

воздействию 100 мкМ глутамата в течение 30 минут, а затем 100 нМ инсулина в 

течение 15 минут и определяли долю фосфорилированных молекул: β-субъединицы 

IR (IRβ pY1150/1151), киназы Akt (Akt pS473), киназы mTOR (mTOR pS2448) и киназы 

гликогенсинтазы 3β (GSK3β pS9) (Рисунок 27).  
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Рисунок 27 - Глутамат в эксайтотоксической концентрации ингибирует 

инсулиновую сигнализацию в нейронах коры мозга крыс ([391]). Уровни 

фосфорилирования IRβ pY1150/1151 (А), Akt pS473 (B), mTOR pS2448 (C) и GSK3β pS9 

(D) в нейронах коры мозга крыс, инкубированных 30 мин с 100 мкМ глутамата и 15 

мин с 100 нМ инсулина. Гистограммы показывают уровни фосфопротеинов, 

нормализованные относительно общих уровней соответствующих белков и 

выраженные в процентах от уровней фосфопротеинов в клетках, обработанных 

инсулином в отсутствие глутамата. Каждое значение представляет собой М ± m для 

шести независимых культур (популяции клеток, полученные от двенадцати 

отдельных крыс, по две на культуру). ###p<0,001, ####p<0,0001 по сравнению с 

необработанным контролем; **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 по сравнению с 
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инсулином (однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с апостериорным 

тестом Тьюки для множественных сравнений).  

Однофакторный анализ ANOVA выявил значительную разницу между 

группами для IRβ pY1150/1151 (Рисунок 27А. F3,20 = 23,62, р<0,0001), Akt pS473 

(Рисунок 27В. F3,20 = 388,6, р<0,0001), mTOR pS2448 (Рисунок 27С. F3,20 = 19,69, 

р<0,0001) и GSK3β pS9 (Рисунок 27D. F3,20 = 4,48, р = 0,0146). Апостериорный тест 

Тьюки показал, что стимуляция 100 нМ инсулина приводит к значительному 

увеличению IRβ pY1150/1151 (р<0,0001), Akt pS473 (р<0,0001) и mTOR pS2448 (р<0,001) 

по сравнению с соответствующими контролями. Однако, в нейронах, 

предобработанных глутаматом в течение 30 мин, та же концентрация инсулина 

вызывала существенно меньший ответ. Так, фосфорилирование рецептора по 

остаткам тирозина pY1150/1151 было снижено на 48% (р<0,001), фосфорилирование 

Akt по остатку серина pS473 было снижено на 72% (р<0,0001), фосфорилирование 

mTOR по остатку серина pS2448 было снижено на 44% (р<0,0001) и 

фосфорилирование GSK3β по остатку серина pS9 было снижено на 38% (р<0,01) по 

сравнению с нейронами необработанными глутаматом. Известно, что инсулиновый 

рецептор становится полностью активным после фосфорилирования по Y1150/1151 

[70, 71, 72], что запускает передачу сигналов далее через Akt/mTOR и Akt/GSK3β, 

причем фосфорилирование Akt по остатку серина S473 [392] и mTOR по остатку 

S2448 [393] имеют решающее значение для их активации, тогда как 

фосфорилирование GSK3β по остатку S9 приводит к ингибированию GSK3β [394].   

Таким образом, глутамат в эксайтотоксической концентрации вызывал 

гипофосфорилирование инсулинового рецептора и нижележащих сигнальных 

молекул Akt, mTOR и GSK3β. Опираясь на полученные результаты, можно 

составить предположительную схему возникновения острой инсулиновой 

резистентности в нейронах в условиях глутаматной эксайтотоксичности по 

причине негативного взаимодействия сигнальных путей рецептора инсулина и 

NMDA рецептора (Рисунок 28).   
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Рисунок 28 - Влияние глутамата на инсулиновую сигнализацию в нейронах ([391, 

395]). Инсулин индуцирует окислительный сигнал (Н2О2) в нейронах путем 

кратковременного повышения скорости окисления сукцината СДГ митохондрий. 

Окислительный сигнал разрешает фосфорилирование ИР и фосфорилирование 

нижележащих киназ каскада внутриклеточной передачи сигнала ИР, 

опосредующего все биологические ответы инсулина в нейронах. Глутамат 

активирует NMDA рецептор (NMDAR) в постсинаптических терминалах 

нейронов, где концентрируются ИР [11], что ведет к немедленному входу 

внеклеточного кальция ([Ca2+]out), повышению внутриклеточной концентрации 

кальция ([Ca2+]i↑) и деполяризацией митохондрий (ΔΨm↓). Глутамат-

индуцированная деполяризация ведет к гипофосфорилированию рецептора 

(pYpY1150/1151↓) и нижележащих киназ в каскаде передачи сигнала Akt (pS473↓), 

mTOR (pS2448↓) и GSK3β  (pS9↓), что в целом ведет к снижению биологического 

ответа на инсулин, то есть развитию инсулиновой резистентности. 

Полученные результаты позволяют сделать обоснованное предположение о 

природе нейрональной инсулиновой резистентности в состояниях, в которых 

глутаматная эксайтотоксичность является поражающим фактором, в частности при 

черепно-мозговой травме и ишемическом инсульте. Деполяризация митохондрий, 

широко известное следствие глутаматной эксайтотоксичности [169, 171, 174, 175, 

176, 177], вызывает гипофосфорилирование инсулинового рецептора и 

нижележащих киназ каскада инсулиновой сигнализации, что ведет к развитию 
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нейрональной инсулиновой резистентности как раннего поражающего фактора 

глутаматной эксайтотоксичности.  

5.4 Выводы по главе 5: 

1. Впервые показано, что глутаматная эксайтотоксичность через 

деполяризацию митохондрий вызывает гипофосфорилирование инсулинового 

рецептора и нижележащих киназ Akt, mTOR и GSK3β, что объясняет развитие 

острой нейрональной инсулиновой резистентности в состояниях, где глутаматная 

эксайтотоксичность является поражающим фактором.   

2. С учетом того, что глутаматная эксайтотоксичность является основным 

фактором поражения мозга в острейшей фазе ишемического инсульта, 

гипофосфорилирование инсулинового рецептора представляет собой 

патогенетически обоснованную биомишень для лечения ишемического инсульта. 
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ГЛАВА 6. СОЗДАНИЕ НЕЙРОНАЛЬНОГО ИНСУЛИН-

СЕНСИТАЙЗЕРА И ЕГО ИССЛЕДОВАНИЕ НА БИОМОДЕЛЯХ 

6.1 Введение 

Выявленная в настоящей работе ключевая роль сукцината как субстрата в 

генерации окислительного сигнала инсулина открывает перспективу для создания 

нейронального инсулин-сенситайзера, повышающего чувствительность ИР к 

инсулину, на основе солей янтарной кислоты или других доноров сукцината. 

Основным ограничением использования сукцината как средства, улучшающего 

чувствительность инсулиновых рецепторов в ЦНС, является неспособность 

дикарбоксилатов, к которым относится сукцинат, проходить через 

гематоэнцефалический барьер и через плазматические мембраны большинства 

клеток млекопитающих при обычных физиологических значениях рН из-за того, 

что дикарбоксилаты при этих значениях рН находятся в ионизированной форме 

[396]. Сукцинат представляет собой дикарбоновую кислоту с константами 

диссоциации рКа1 4,20 и рКа2 5,69, из чего следует, что при рН 7,4 сукцинат 

существует в основном в форме дианиона и только 1,9% сукцината находится в 

монопротонированной форме моноаниона, способной транспортироваться через 

монокарбоксилат-транспортеры MCT1 и MCT2 плазматических мембран. 

Условием транспорта сукцината через плазматические мембраны является 

подкисление внутриклеточной среды, например при гипоксии или тяжелой 

физической работе, например, до рН 6,6, когда доля монопротонированного 

сукцинат-аниона увеличивается до 10,6% [397]. Эту проблему удалось преодолеть, 

используя новую соль холина и янтарной кислоты 2:1 – дихолинсукцинат, 

предпочтительное название IUPAC бис(2-гидрокси-N,N,N-триметилэтан-1-

аминия) бутандиоат, синоним «ДХС», CAS 109438-15-5, молекулярная формула 

C14H32N2O6, который был впервые синтезирован в настоящей работе по реакции 

янтарной кислоты с гидроксидом холина.   
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Моделирование болезней на животных играет центральную роль в 

исследованиях доказательства концепции в доклинических биомедицинских 

исследованиях для определения перспективы кандидатов на роль лекарственного 

средства в клинических испытаниях. Эффективность моделирования 

ишемического инсульта на мелких лабораторных животных является проблемой 

несмотря на наличие моделей и множества публикаций в этой области по причине 

крайне низкого соответствия между результатами, получаемыми в доклинических 

и клинических исследованиях. Несмотря на то, что более чем 1000 

экспериментальных кандидатов на роль средства для лечения ишемического 

инсульта успешно прошли доклинические испытания на моделях инсульта, только 

единицы были зарегистрированы в качестве лекарственного средства  [5], что 

отражает кризис в биомоделировании инсульта и дефицит в новых подходах к 

лечению ишемического инсульта [6].  

В настоящем исследовании оценка эффективности дихолинсукцината 

проводилась на моделях церебральной ишемии и старения (фактора риска 

инсульта), допускающих объективную оценку эффектов дихолинсукцината с 

использованием инструментальных методов 1Н и 31Р магнитно-резонансной 

спектроскопии in vivo.  

В исследовании использовали такие биомодели, как модель глобальной 

ишемии у крыс Вистар, вызванной электрофибрилляцией сердечной мышцы, с 

измерением спектра 31Р ЯМР в мозге in vivo для определения динамики изменения 

концентраций макроэргов АТФ и фосфокреатина; модель хронической 

церебральной гипоперфузии, вызванной перманентной окклюзией двух сонных 

артерий у крыс Вистар, с измерением 1Н ЯМР спектров в мозге in vivo;  модель 

хронологического старения у мышей C57Bl/6 с измерением 1Н ЯМР спектров в 

мозге in vivo; а также модель токсичности β-амилоида, с учетом, что деменция по 

типу болезни Альцгеймера встречается среди пациентов, перенесших инсульт. 

Дополнительно проводили оценку когнитивных функций животных с 
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использованием батареи поведенческих тестов и сопоставляли полученные 

результаты с данными инструментальных измерений. 

6.2 Дихолинсукцинат – общая информация 

Название: дихолинсукцинат 

Химическое название: бис[(2-гидроксиэтил)триметиламмоний] сукцинат  

Предпочтительное название IUPAC: бис(2-гидрокси-N,N,N-триметилэтан-1-

аминия) бутандиоат  

Регистрационный номер CAS: 109438-15-5 

Молекулярная формула: C14H32N2O6  

Молекулярный вес: 324,41 г/моль 

       Структура: 

 

Получение: 

К раствору 121 г (1 моль) основания холина в метаноле добавляют 59 г (0,5 

моля) янтарной кислоты. Реакционную смесь перемешивают при комнатной 

температуре 20 мин, по окончании выдержки добавляют 1,6 г активного угля, 

нагревают до 70°С и перемешивают при этой температуре 5-10 минут. 

Реакционную массу фильтруют на фильтре Шотта, уголь на фильтре промывают, 

фильтрат упаривают и концентрируют при температуре 40-50°С в вакууме до 

кристаллизации. Янтарнокислый бис(2-гидрокси-N,N,N-триметилэтанаминий) 

получают с количественным выходом: Т. пл. 135-137°С (из трет-бутанола). 

Вычислено (С14Н32О6), %: С 51,83; Н 9,94. Найдено, %: С 51,66; Н 9,86. 

Анализ и проверка подлинности с помощью ВЭЖХ: 

Метод анализа и проверки идентичности ДХС представляет собой 

градиентный метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с 

обращенной фазой с использованием LiChrospher 100 CN; 125 мм x 4 мм (5 мкм). 

Подвижные фазы: A) вода/ацетонитрил/трифторуксусная кислота 10/90/0,075 

(об./об.) B) вода/ацетонитрил/трифторуксусная кислота 20/80/0,075 (об./об.). 
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Детектор – ELSD. Температура колонки 25°C, скорость потока 0,6 мл/мин, время 

анализа 15 минут, объем ввода 10 мкл. Типичная хроматограмма ДХС представлена 

на Рисунке 29.  

 

Рисунок 29 - ВЭЖХ хроматограмма дихолинсукцината.  

1Н ЯМР спектр водного раствора ДХС записывали в ДМСО с добавлением 

трифторуксусной кислоты, чтобы сместить сигнал воды в более низкое поле 

(Рисунок 30; Таблица 10).  

 

Рисунок 30 - 1Н ЯМР спектр дихолинсукцината.  
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Таблица 10 - Отнесение сдвигов 1H ЯМР. 

Химический сдвиг δ  Интеграл Отнесение сигнала 

2.42 ppm s 4 сукцинат CH2  

3.10 ppm s 18 холин NCH3 

3.40 ppm m 4 холин CH2 

3.83 ppm m 4 холин CH2 

13С ЯМР спектр ДХС записывали в ДМСО (Рисунок 31; Таблица 11).  

 

Рисунок 31 - 13С ЯМР спектр дихолинсукцината.  

Таблица 11 - Отнесение сдвигов 13С ЯМР. 

Химический сдвиг δ  Отнесение сигналов 

36.2 ppm s CH2  

53.6 ppm t, J(C,N) = 3.0 Hz холин NCH3 

55.4 ppm s CH2 

67.5 ppm t, J(C,N) = 4.0 Hz холин CH2 

178.3 ppm s C=O 

Препарат дихолинсукцината с параметрами качества, указанными в Таблице 

12, использовался для дальнейших исследований на биомоделях.  
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Таблица 12 - Спецификация дихолинсукцината. 

Параметр Метод Спецификация 

Внешний вид Органолептический Белый кристаллический порошок 

Подлинность ЯМР Соответствует референсному спектру 

Содержание холина ВЭЖХ 642 мг/г 

Содержание сукцината ВЭЖХ  358 мг/г 

pH  Ph. Eur. 8,0-9,5 

6.3 Дихолинсукцинат – нейрональный инсулин-сенситайзер 

Цель настоящего исследования – изучить эффекты дихолинсукцината в 

интервале концентраций 10 – 100 мкМ на фосфорилирование инсулинового 

рецептора в нейронах мозжечка крыс в ответ на инсулина 5 нМ, физиологически 

релевантную концентрацию инсулина в мозге [99] (Рисунок 32).  

 

Рисунок 32 - Эффект ДХС на фосфорилирование инсулинового рецептора в 

нейронах ([398]). Гранулярные нейроны мозжечка крыс инкубировали без добавок 

(Ctr), с ДХС 50 мкМ (Д50), с инсулином 100 нМ (Ins100), инсулином 5 нМ (Ins5) 

или инсулином 5 нМ с добавкой ДХС в концентрациях 10 мкМ (Ins5+Д10), 50 мкМ 

(Ins5+Д50) или 100 мкМ (Ins5+Д100) мкМ в течение 20 мин, после чего измеряли 

фосфорилирование рецептора. Результаты представлены как М ± s значений pYpY-

IR/IR в %, полученных от пяти до девяти культур. *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).   
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Дихолинсукцинат в интервале концентраций 10 – 100 мкМ статистически 

значимо повышал фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах в ответ 

на низкие, физиологически релевантные концентрации инсулина. Стимуляция 

нейронов инсулином в концентрации 5 нМ обеспечивает одну пятую повышения 

фосфорилирования инсулинового  рецептора от максимального значения, 

достигаемого с концентрацией 100 нМ инсулина. Однако, повышение достигаемое 

с 5 нМ является статистически значимым (p<0,05) по сравнению с 

нестимулированным контролем. ДХС сам по себе не вызывает статистически 

значимого повышения фосфорилирования рецептора (p>0,05) относительно 

контроля, но значимо повышает фосфорилирование инсулинового рецептора в 

присутствии 5 нМ инсулина, увеличивая эффект 5 нМ инсулина в 1,87, 2,27 и 1,58 

раза при концентрациях ДХС 10, 50 и 100 мкМ (p<0,05), соответственно, по 

сравнению с нейронами, стимулированными только 5 нМ инсулина.  

Концентрация инсулина 5 нМ, выбранная в настоящем исследовании, 

находится в интервале концентраций инсулина  1 – 10 нМ, которые эффективно 

повышают фосфорилирование рецепторов инсулина в мозге человека [99]. С 

учетом того, что физиологически релевантный диапазон концентраций сукцината в 

плазме крови человека составляет около 10 мкМ в состоянии покоя и может 

повышаться при физических нагрузках до 125 мкМ  [352, 353], а концентрация 

свободного холина в плазме (или сыворотке) у взрослых людей поддерживается на 

уровне около 10 мкМ и может увеличиваться до 50 мкМ после приема пищи, 

обогащенной холином [399, 400, 401], эти результаты означают, что статистически 

значимые эффекты ДХС на фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах 

реализуются в интервале физиологических концентраций инсулина, сукцината и 

холина.  

Таким образом, дихолинсукцинат повышает чувствительность ИР в нейронах 

к инсулину в интервале физиологически релевантных концентраций сукцината 10–

100 мкМ, что создает предпосылки для его эффективного и безопасного 



 

138 
 

применения в качестве нейронального инсулин-сенситайзера для лечения 

состояний, где инсулиновая резистентность является патогенетическим фактором. 

  6.4 Исследование эффектов дихолинсукцината на модели глобальной 

ишемии мозга у крыс методом 31Р ЯМР in vivo  

Регуляция энергетического метаболизма является одной из функций инсулина 

в мозге и проявляется, в том числе в повышении уровней макроэргов – АТФ и 

фосфокреатина в мозге в ответ на введение интраназального инсулина, что было 

продемонстрировано в пилотных клинических исследованиях на здоровых 

добровольцах методом магниторезонансной спектроскопии 31P in vivo  [116].  

Церебральная ишемия ведет к падению синтеза АТФ в митохондриях 

нейронов вследствие падения парциального давления кислорода и прекращения 

поступления глюкозы в зону ишемии [159]. В то же время АТФ потребляется 

ионными насосами, встроенными в плазматические мембраны и мембраны 

внутриклеточных органелл нейронов для того, чтобы поддерживать или 

восстанавливать ионные ингредиенты между различными компартментами в 

периоды нейрональной активности [159, 160, 161, 162, 163]. Нарушение баланса 

синтеза и потребления АТФ ведет к снижению концентрации АТФ и фосфокреатина 

(ФК), коллапсу ионных градиентов, массивному выбросу глутамата во 

внеклеточное пространство и каскаду событий, приводящих к гибели нейронов и 

формированию зоны некроза или инфаркта мозга.    

Магниторезонансная спектроскопия на ядрах 31Р in vivo (31Р ЯМР in vivo) – это 

неинвазивный метод, позволяющий оценить динамику уровней АТФ и 

фосфокреатина в мозге, непрерывно и без экспериментальных ошибок, связанных 

с необходимостью выделения этих метаболитов из тканей [402].  

Цель исследования – изучить эффекты дихолинсукцината на динамику 

уровней макроэргов АТФ и ФК в мозге крыс в условиях глобальной ишемии, 

вызванной электрофибрилляцией сердечной мышцы.   
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Для того, чтобы оценить эффекты 7-дневного в/б введения физ. раствора, 

ДХС, холина хлорида (ХХ), калия сукцината  (КС) и натрия сукцината (НС) на 

энергетический метаболизм в мозге, у крыс на 8-й день вызывали глобальную 

ишемию и измеряли динамику изменений уровней АТФ, ФК и других фосфатов в 

мозге методом 31Р ЯМР спектроскопии in vivo. Предварительное введение физ. 

раствора или препаратов в течение 7 дней не влияет на содержание фосфатных 

метаболитов АТФ, ФК, фосфомоноэфиров (ФМЭ), неорганического фосфата (Фн) 

и уровни рН в мозге (p>0,05) по сравнению с контролем (физ. раствор), если все 

измерения проводились через сутки после последнего введения препаратов, но до 

начала ишемии (Таблица  13).  

Таблица 13 - Средние значения интегральных интенсивностей сигналов фосфатов 

(в % от суммы интегральных интенсивностей всех сигналов спектра) и 

внутриклеточного рН в мозге крыс через сутки после окончания 7-дневного курса 

введения ДХС, ХХ, КС и физ. раствора (К). 

Группа (n) 
Содержание фосфатов в мозге, % (M ± s) 

ФМЭ Фн ФК АТФ рН 

ДХС (8) 9,7 ± 0,27 11,2 ± 0,25 19,9 ± 0,25 13,4 ± 0,25 7,12 ± 0,0001 

ХХ (8) 10,0 ± 0,25 11,0 ± 0,29 20,2 ± 0,30 13,0 ± 0,25 7,11 ± 0,0002 

КС (8) 10,2 ± 0,26 10,9 ± 0,26 20,7 ± 0,25 12,7 ± 0,25 7,10 ± 0,0002 

Физ.рр (23) 10,5 ± 0,25 10,7 ± 0,25 20,9 ± 0,24 12,3 ± 0,25 7,10 ± 0,0001 

Однако, после начала глобальной ишемии, индуцированной через 24 часа 

после последнего введения препаратов, происходит быстрое изменение 

концентраций фосфометаболитов в мозге. Глобальная ишемия вызывает быстрое 

падение интенсивностей сигналов βАТФ и ФК при увеличении интенсивности 

сигналов ФМЭ и Фн в мозге крыс (Рисунок 33).  
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Рисунок 33 - Репрезентативные 31P ЯМР спектры мозга крыс in vivo ([357]). Спектр 

мозга до ишемии (i) и на 15 мин ишемии у крыс, получавших 7 дней ДХС в/б (ii) 

или физ. раствор (iii). 1 – ФМЭ, 2 – Фн, 3 – ФК, 4 – γАТФ+βАДФ, 5 – 

αАТФ+αАДФ+НАД+/НАДН, 6 – βАТФ.      

Динамика уровней АТФ и ФК в мозге крыс в периоде глобальной ишемии по 

данным 31Р ЯМР спектроскопии in vivo представлена на Рисунке 34.  

 

Рисунок 34 - Динамика изменений концентраций АТФ (А) и ФК (В) в мозге крыс в 

период глобальной ишемии через 24 часа после окончания введения препаратов 

([357]). Глобальную ишемию вызывали электрофибрилляцией мышцы сердца через 

сутки после окончания 7-дневного в/б введения препаратов. Результаты 

представлены как M ± s АТФt/АТФt0; ФКt/ФКt0; и рН в целом мозге в каждый момент 

времени (t) относительно исходного момента (t0), и выражены в %. Время 0 мин 
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соответствует началу глобальной ишемии. В опытных группах было по 8 

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

Динамика изменения уровней фосфатов во времени имеет общие 

закономерности во всех группах. Падение уровней ФК и АТФ происходит 

синхронно, при этом временные зависимости имеют бифазный характер с резким 

снижением уровней макроэргов в первые 4 мин  после остановки сердца, и 

последующим медленным снижением. Анализ показал, что статистически 

значимое отличие от контроля (физ. раствор) было достигнуто только в группе 

животных, получавших в/б ДХС в течение 7 суток (p<0,05), но не между 

остальными группами и контролем (p>0,05).   

Значения энергетического статуса мозга оценивали по общепринятому 

индексу АТФ/Фн, величина которого характеризует способность клеток совершать 

работу (Таблица 14).  

Таблица 14 - Средние значения АТФ/Фн в группах, рассчитанные из спектров 31Р 

ЯМР мозга крыс в период глобальной ишемии.  

Время, мин 
АТФ/Фн, усл. ед., M ± s (n) 

К (23) ДХС (8) ХХ (8) КС (8)  

0 1,23 ± 0,17 1,25 ± 0,26 1,23 ± 0,26 1,22 ± 0,20 

2 0,43 ± 0,13 0,48 ± 0,2 0,45 ± 0,18 0,37 ± 0,10 

4 0,17 ± 0,03 0,28 ± 0,04* 0,19 ± 0,04 0,16 ± 0,06 

6 0,19 ± 0,04 0,25 ± 0,04 * 0,18 ± 0,06 0,13 ± 0,06 

8 0,19 ± 0,04 0,24 ± 0,04* 0,19 ± 0,06 0,13 ± 0,06 

10 0,13 ± 0,03 0,20 ± 0,03* 0,13 ± 0,04 0,09 ± 0,06 

12 0,11 ± 0,03 0,19 ± 0,05 0,13 ± 0,04 0,11 ± 0,04 

15 0,13 ± 0,03 0,20 ± 0,04* 0,13 ± 0,04  0,10 ± 0,04 

Примечание: *p <0,05 в сравнении с физ. раствором (К). 

Для того, чтобы выяснить продолжительность защитного эффекта ДХС на 

энергетический метаболизма при ишемии, глобальная ишемия была индуцирована 

через 8 суток после последнего введения ДХС или физ. раствора и динамика 

изменения уровней АТФ и рН в мозге оценивалась с помощью 31Р ЯМР 

спектроскопии in vivo, как описано в разделе материалы и методы (Рисунок 35). 
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Рисунок 35 - Динамика изменений концентраций АТФ (А) и рН (В) в мозге крыс в 

период глобальной ишемии через 8 суток после окончания введения препаратов. 

Глобальную ишемию вызывали через 8 суток после окончания 7-дневного в/б 

введения ДХС или физ. раствора. Результаты представлены как M ± s АТФt/АТФt0 и 

рН в каждый момент времени (t) относительно исходного момента (t0), выраженное 

в %. В группах было по 8 животных. *p <0,05 в сравнении с физ. раствором.  

Анализ показал отсутствие статистически значимых отличий между группами 

(p>0,05) в период глобальной ишемии, если ишемия индуцировалась через 8 суток 

после окончания 7-дневного курса в/б введения ДХС и физ. раствора. 

Таким образом, впервые показано, что профилактическое курсовое в/б 

введение ДХС обеспечивает статистически значимое снижение скорости падения 

макроэргов АТФ и фосфокреатина в мозге по сравнению с контролем (физ. раствор) 

при глобальной ишемии, индуцированной электрофибрилляцией сердечной 

мышцы через 24 часа после последнего введения препаратов. Индивидуальное 

профилактическое введение в том же режиме эквимолекулярных количеств холина 

(в виде холина хлорида) или сукцината (в виде сукцината калия или натрия) не 

отличалось по влиянию на скорость изменения концентрации макроэргов в мозге 

при ишемии от контрольного физ. раствора, из чего следует, что дихолинсукцинат 

обладает синергическим эффектом и, таким образом, является наиболее 

перспективным кандидатом на роль средства-кандидата для лечения ишемических 

поражений мозга. 
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Индекс АТФ/Фн показывает способность клеток совершать работу. В 

настоящем исследовании показано, что значения этого индекса в группе животных 

получавших дихолинсукцинат статистически значимо выше в 1,3 – 1,8 раза, чем в 

контроле. 

Следует отметить, что курсовое 7-дневное в/б введение ДХС не влияет на 

уровни фосфат-содержащих метаболитов и рН в мозге в отсутствие ишемии, 

причем эти уровни вполне соответствуют величинам для фосфат-содержащих 

метаболитов и значений внутриклеточного рН в мозге интактных крыс [404]. Таким 

образом, эффекты профилактического введения ДХС реализуются только в период 

ишемии, при этом эффект профилактического введения ДХС на динамику 

макроэргов в мозге при ишемии является относительно кратковременным – его 

действие продолжается не менее 24 часов, но не более 8 суток, когда защитный 

эффект уже не наблюдается.  

Профилактическое введение дихолинсукцината превосходит индивидуальные 

эффекты его составляющих, холина и сукцината, взятых в эквимолекулярных 

количествах, что позволяет выбрать дихолинсукцинат в качестве соединения-

лидера для дальнейшего изучения в биомоделях ишемии. 

6.5 Исследование эффектов дихолинсукцината на модели церебральной 

гипоперфузии у крыс методом 1Н ЯМР in vivo и в тестах когнитивной функции 

Сосудистая деменция или отсроченные когнитивные нарушения, связанные со 

снижением церебральной перфузии, развиваются у 25-30% выживших после 

ишемического инсульта в течение трех лет [419, 420]. Снижение когнитивных 

функций может быть связано со снижением мозгового кровотока [421], а снижение 

кровотока связано с инсулиновой резистентностью [422]. 

Постоянная двусторонняя окклюзия общих сонных артерий (2VO) у крыс 

вызывает снижение мозгового кровотока наполовину и рассматривается как модель 

церебральной гипоперфузии, подходящая для тестирования средств-кандидатов 
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для лечения и профилактики сосудистой деменции и отсроченных когнитивных 

нарушений, связанных с хронической гипоксией [423]. 

N-Ацетиласпартат (NAA) – уникальный метаболит, специфичный для ЦНС и 

обнаруживаемый в необычно высокой концентрации около 10 мМ в мозге человека, 

составляя при этой концентрации одну тысячную сырого веса мозга [406]. NAA 

обнаруживается в спектре 1Н ЯМР мозга как главный пик, наблюдаемый при 2,02 

ppm (СН3-группа), что делает его неинвазивным маркером при исследованиях мозга 

методом 1Н магнитно-резонансной спектроскопии in vivo, обычно в виде 

отношения с креатином (NAA/Cr). NAA синтезируется исключительно в 

митохондриях нейронов по реакции L-аспартата и ацетилкоэнзима-А, 

катализируемой L-аспартат-N-ацетилтрансферазой. Из-за исключительно 

нейронального происхождения NAA рассматривается как валидный нейрональный 

маркер в неинвазивных исследованиях мозга. 

Биосинтез NAA прямо связан с митохондриальным циклом трикарбоновых 

кислот и биоэнергетикой [407]. NAA синтезируется из L-аспартата, который в свою 

очередь образуется из оксалоацетата, субстрата цикла, поэтому концентрация 

оксалоацетата прямо влияет на скорость синтеза NAA. Синтез NAA, синтез АТФ, и 

потребление кислорода снижаются синхронно при ингибировании дыхательной 

цепи митохондрий, как было показано на изолированных митохондриальных 

препаратах головного мозга [408]. В этом контексте уровни NAA в головном мозге 

служат надежными маркерами для мониторинга нарушений биоэнергетики 

нейронов. 

N-ацетиласпартат относится к дикарбоновым кислотам и при 

физиологических значениях рН находится почти исключительно в форме дианиона, 

который имеет низкую способность к неспецифической диффузии через 

плазматические мембраны. Поэтому NAA концентрируется в нейронах и его потеря 

при острых поражениях мозга, таких как черепно-мозговая травма и инсульт 

отражает гибель нейронов. Так, NAA быстро снижается в острейшей фазе 

ишемического инсульта у человека или при моделировании ишемического инсульта 
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на животных [409] и, наоборот, повышается при прогрессе в восстановлении после 

инсульта [410, 411]. Снижение уровней NAA/Cr в лобной доле у пациентов после 

инсульта предсказывает будущее снижение когнитивных функций [412]. 

Цель исследования – изучить эффекты в/б введения дихолинсукцината (ДХС) 

на общие уровни N-ацетиласпартата в мозге крыс с хронической церебральной 

гипоперфузией с использованием 1H ЯМР in vivo и сопоставить эти результаты с 

результатами тестирования когнитивной функции у этих животных.   

Все животные были распределены по экспериментальным группам, минимум 

по 9 животных в группе, случайным образом с использованием сгенерированных 

компьютером случайных чисел. Животные получали один раз в день, семь дней 

подряд, в/б инъекции ДХС в дозе 1 мг/кг (группа 1), 10 мг/кг (группа 2), 25 мг/кг 

(группа 3), физ. раствор (группа 4, контроль), или холина хлорид в дозе 10 мг/кг 

(группа 5). Группа ложнооперированных животных (контроль) получала физ. 

раствор в/б в течение 7 дней. Животных тестировали с использованием батареи 

когнитивных тестов и снимали 1Н ЯМР спектр мозга в дни, указанные в плане 

исследований (Рисунок 36).   

 

Рисунок 36 - План исследований. ПИ – тест пассивного избегания; ВЛ – водный 

лабиринт Морриса; 1Н ЯМР – 1Н ЯМР in vivo. 

Тестирование условного рефлекса пассивного избегания показало отсутствие 

статистически значимой разницы между всеми группами животных в задержке 

перехода из светлого в темный отсек в первый день тестирования (Рисунок 37).  
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Рисунок 37 - Эффект ДХС в тесте пассивного избегания у крыс с окклюзией двух 

сонных артерий (2VO) ([398, 425]). Ложнооперированные животные (К) получали 

в/б физ. раствор. Оперированные крысы получали в/б физ. раствор (Физ.рр), 10 

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

25 мг/кг (ДХС25). Животных тестировали в первый день (А) и через 24 часа (В). 

Столбцы представляют М ± m задержки перехода в темный отсек (с), (n≥9). *р <0,05 

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

животными.    

Однако, через 24 часа в повторном тесте у крыс с перманентной перевязкой 

двух сонных артерий, получавших физ. раствор, наблюдалось значительное 

уменьшение задержки перехода в темный отсек по сравнению с 

ложнооперированными крысами (р<0,01), что указывает на дефицит обучения, 

вызванный хронической церебральной гипоперфузией. ДХС при введении в дозах 

1–25 мг/кг статистически значимо увеличивал задержку перехода в темный отсек у 

крыс с хронической церебральной гипоперфузией (р<0,05) по сравнению с 2VO 

контролем, получавшим физ. раствор. Таким образом, ДХС значительно улучшал 

долговременную память оборонительного поведения у крыс с хронической 

церебральной гипоперфузией.  

В качестве еще одного теста для оценки эффектов ДХС на обучение и память 

использовали тестирования животных в водном лабиринте Морриса (Рисунок 38).  



 

147 
 

 

Рисунок 38 - Эффект ДХС на обучение в водном лабиринте у крыс с перманентной 

окклюзией двух сонных артерий (2VO) ([398, 425]). Ложнооперированные 

животные (К) получали в/б физ. раствор. Оперированные крысы получали в/б физ. 

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

мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). Животных обучались в первый день (А) и 

через 24 часа (В). Столбцы представляют М ± m длины пути до скрытой платформы 

(с), (n≥9). *р<0,05 по сравнению с Физ.рр 2VO. †р<0,05 по сравнению с 

ложнооперированными животными.  

Анализ показал наличие статистически значимой разницы между 

ложнооперированными и оперированными крысами, получавшими физ. раствор в 

длине пути к скрытой платформе в водном лабиринте Морриса в первый и второй 

день обучения (р<0,01), что указывает на нарушения пространственного обучения, 

вызванного хронической церебральной гипоперфузией. ДХС в дозах 1–25 мг/кг 

статистически значимо снижал длину пути до скрытой платформы у крыс с 

перманентной окклюзией двух сонных артерий (р<0,01) по сравнению с 

контрольными 2VO животными, получавшими физ. раствор. Таким образом, ДХС 

значительно улучшил пространственное обучение у животных с хронической 

церебральной гипоперфузией. 

Эффект ДХС на уровни N-ацетиласпартата в мозге показан на Рисунке 39.  
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Рисунок 39 - Эффект ДХС на уровни NAA/Cr в головном мозге крыс с 

перманентной окклюзией двух сонных артерий по данным 1Н ЯМР in vivo ([398, 

425]). Ложнооперированные (К) получали в/б физ. раствор. Оперированные крысы 

получали в/б физ. раствор (Физ.рр), 10 мг/кг холина хлорида (ХХ) или ДХС в дозе 

1 мг/кг (ДХС1), 10 мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). В столбцах представлены 

М ± m значений NAA/Cr (n≥9). *р<0,05 по сравнению с Физ.рр 2VO; †р<0,05 по 

сравнению с ложнооперированными животными.  

Для того, чтобы изучить эффекты дихолинсукцината на общие уровни N-

ацетиласпартата в мозге животных с хронической церебральной гипоперфузией, 

крысам с перманентной окклюзией двух сонных артерий вводили 7-дневным 

курсом ДХС в/б в трех дозах и через 9 дней после последнего введения измеряли 

уровни N-ацетиласпартата в мозге методом 1Н ЯМР in vivo, после чего нормировали 

полученные значения на общие уровни креатина, измеренные тем же способом. 

Индекс NAA/Cr использовали в качестве меры NAA в мозге. 

Средняя величина NAA/Cr в мозге у оперированных животных, получавших 

физ. раствор (Физ.рр / 2VO), была на 22% ниже, чем у ложнооперированных (K), 

что указывает на снижение биоэнергетики нейронов вследствие хронической 

церебральной гипоперфузии. При курсовом введении ДХС в дозах 1–25 мг/кг 

статистически значимо увеличивал уровни NAA/Cr в мозге у животных с 

хронической церебральной гипоперфузией (р<0,05) по сравнению с контрольными 

2VO животными, получавшими физ. раствор, что указывает на улучшение 
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биоэнергетики нейронов при хронической церебральной гипоперфузии у 

животных, получавших ДХС. 

В настоящем исследовании крысы с хронической церебральной 

гипоперфузией, вызванной перманентной окклюзией двух сонных артерий, 

проявляют признаки когнитивного снижения, выражающегося в снижении 

долговременной памяти оборонительного поведения в тесте пассивного избегания 

и снижении пространственного обучения в водном лабиринте Морриса в сравнении 

ложнооперированными животными. Это когнитивное снижение у 2VO животных 

сопровождалось значимым 22% снижением общемозгового уровня N-

ацетиласпартата в сравнении с ложнооперированными животными. NAA – 

исключительно нейрональный маркер, снижение которого характеризует 

сниженную работоспособность митохондрий в нейронах, так как синтез NAA 

привязан к синтезу оксалоацетата в цикле трикарбоновых кислот и варьирует 

синхронно с уровнем АТФ и потреблением кислорода нейронами [407, 408]. В этом 

контексте хроническая церебральная гипоперфузия, вызывающая в этой модели 

двукратное снижение мозгового кровотока [423], снижает общемозговые уровни 

NAA у крыс предположительно через снижение биоэнергетики в нейронах. 

Дихолинсукцинат при коротком курсовом введении существенно улучшил 

когнитивные функции у животных с церебральной гипоперфузией с 

одновременным повышением уровней N-ацетиласпартата в мозге.  

С учетом того, что сосудистая деменция или отсроченные когнитивные 

нарушения, связанные со снижением церебральной перфузии, развиваются в 

течение трех лет у 25-30% выживших после ишемического инсульта [419, 420], 

полученные в настоящем исследовании результаты указывают на возможность 

использования дихолинсукцината  как средства-кандидата для снижения риска 

развития сосудистой деменции в периоде реабилитации после инсульта.    

Таким образом, впервые показано, что дихолинсукцинат повышает уровни N-

ацетиласпартата в мозге, сниженные вследствие хронической церебральной 

гипоперфузии. Курсовое введение дихолинсукцината обеспечивает статистически 
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значимое улучшение когнитивных функций у животных с хронической 

церебральной гипоперфузией с одновременным повышением уровней N-

ацетиласпартата в мозге. Полученные результаты показывают перспективу 

использования дихолинсукцината как средства-кандидата для повышения уровней 

N-ацетиласпартата и снижения риска развития сосудистой деменции при 

хронической церебральной ишемии, в том числе в постинсультном периоде. 

6.6 Исследование эффектов дихолинсукцината на модели нормального 

старения у мышей методом 1Н ЯМР in vivo и в тестах когнитивной функции 

Старение является наиболее устойчивым фактором риска возникновения 

инсульта, который удваивается каждые 10 лет после достижения возраста 55 лет, 

причем примерно три четверти всех инсультов происходят у лиц в возрасте ≥65 лет, 

что связано с многими факторами, в том числе возрастными структурными и 

функциональными изменения сосудистого русла головного мозга и наличием 

бессимптомных цереброваскулярных заболеваний [405].   

Нормальное старение сопровождается постепенным снижением уровней NAA 

в мозге примерно на 0,5% в год [413]. У лиц старшего возраста (средний возраст 

~74 года, диапазон 60 – 90 лет) общий уровень NAA в мозге ниже примерно на 35%, 

чем у молодых людей (средний возраст ~38 лет). Дополнительное снижение 

уровней NAA в мозге примерно на 25 – 29% наблюдается при переходе от 

нормального старения к мягкому когнитивному снижению и болезни Альцгеймера 

[414].  

В целом, NAA является полезным неинвазивным нейрональным маркером, 

снижение которого отражает процессы нейрональной дисфункции при различных 

состояниях, включая старение, переход к деменции, а также постинсультный 

неврологический  дефицит и постинсультные когнитивные нарушения. Повышение 

NAA, наоборот, связано с восстановлением нейрональных функций, в том числе с 

восстановлением после инсульта.  
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Цель исследования – изучить эффекты в/б введения дихолинсукцината на 

общие уровни  N-ацетиласпартата в мозге 16-месячных пожилых мышей в 

сравнении с 5-месячными молодыми взрослыми животными с использованием 1H 

ЯМР in vivo и сопоставить эти результаты с результатами тестирования 

когнитивной функции.   

Все 16-месячные животные были распределены по экспериментальным 

группам, минимум по 8 животных в группе, случайным образом с использованием 

сгенерированных компьютером случайных чисел. Животные получали один раз в 

день, семь дней подряд, в/б инъекции ДХС в дозе 1 мг/кг (группа 1), 10 мг/кг 

(группа 2) и 25 мг/кг (группа 3) или физ. раствор (группа 4, контроль). Группа 5-

месячных животных получала физ. раствор в/б в течение 7 дней. Затем животных 

тестировали в батарее когнитивных тестов и снимали 1Н ЯМР спектр мозга в дни, 

указанные в плане исследований (Рисунок 40).   

 

Рисунок 40 - План исследований. ОП – тест открытое поле; ПИ – тест пассивного 

избегания; ВЛ – водный лабиринт Морриса; 1Н ЯМР – 1Н ЯМР in vivo. 

Тест «открытое поле» показал значимую разницу в спонтанной двигательной 

активности между 5-месячными и 16-месячными мышами (p<0,001).  Курсовое в/б 

введение ДХС в дозах 1–25 мг/кг статистически значимо повысило спонтанную 

двигательную  активность пожилых 16-месячных мышей  (р<0,05) по сравнению с 

контрольной группой животных того же возраста (Рисунок 41). 
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Рисунок 41 - Эффект ДХС на спонтанную двигательную активность у 16-месячных 

мышей ([398]). Контрольные 5-месячные (5М) и 16-месячные (16М) животные 

получали в/б физ. раствор. В опытных группах 16-месячные животные получали 

в/б ДХС в дозе 1 мг/кг (ДХС1), 10 мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). В столбцах 

представлены М ± m подсчета двигательной активности (n ≥8). *р<0,05 по 

сравнению с контрольными 16-месячными животными (Физ.рр / 16М); †р<0,05 по 

сравнению с контрольными 5-месячными животными (Физ.рр / 5М).  

Тест пассивного избегания показал отсутствие значимых отличий между 

всеми группами животных в задержке спуска на платформу в первый день 

исследования (p>0,05), но во второй сессии через 24 часа наблюдалось 

статистически значимое отличие между 16-месячными и 5-месячными мышами 

(р<0,05) из-за возрастного снижения способности к обучению. ДХС в дозах 10 и 25 

мг/кг увеличил время задержки перед спуском у 16-месячных мышей (р <0,05) по 

сравнению с контролем того же возраста, что указывает на положительное влияние 

ДХС на обучение и память у пожилых мышей (Рисунок 42). 
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Рисунок 42 - Эффект ДХС на обучение и память в тесте пассивного избегания у 16-

месячных мышей ([398]). Контрольные 5-месячные (5М) и 16-месячные (16М) 

животные получали физ. раствор в/б. В опытных группах 16-месячные животные 

получали ДХС в/б в дозе 1 мг/кг (ДХС1), 10 мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). 

Животных тестировали в первый день (А) и через 24 часа (В). Столбцы 

представляют М ± m задержки спуска с платформы (с), (n≥8). *р <0,05 по 

сравнению с Физ.рр 16М; †р <0,05 по сравнению с по сравнению с Физ.рр 5М.  

Тестирование в водном лабиринте Морриса показало, что длина пути и время 

до обнаружения скрытой платформы (задержка) уменьшались от сессии к сессии в 

течение 4-дневного периода обучения во всех группах мышей (Рисунок 43). 
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Рисунок 43 - Эффект ДХС на обучение 16-месячных мышей в водном лабиринте 

([398]). Контрольные 5-месячные (5М) и 16-месячные (16М) животные получали 

в/б физ. раствор. В опытных группах 16-месячные животные получали ДХС в дозе 

1 мг/кг (ДХС1), 10 мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). В столбцах представлены 

М ± m длины пути до платформы и задержки до обнаружения скрытой платформы 

в первый (A, B), второй (C, D), третий (E, F) и четвертый (G, H) день тестирования 

(n≥8). *р<0,05 по сравнению с контрольными 16-месячными животными (Физ.рр 

16М); †р<0,05 по сравнению с контрольными 5-месячными животными (Физ.рр 

5М).   

Двухсторонний дисперсионный анализ ANOVA выявил статистически 

значимый эффект дня тестирования во всех экспериментальных группах (р<0,01), 

при этом наблюдалась значимая разница между 16-месячными мышами и 5-
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месячными мышами на третий день (р<0,01) и четвертый день (р<0,001) обучения 

по показателям длины пути до платформы и задержке до обнаружения платформы, 

что указывает на более медленное  пространственное обучение более пожилых 

мышей в сравнении с более молодыми животными. Двусторонний ANOVA выявил 

также значительные отличия между группами  по дням тестирования (F1,16 = 26,9; 

р<0,01) и взаимодействие группы × день (F1,3,70 = 7,51; р<0,05), когда группы 5- и 

16-месячных мышей сравнивались. ДХС статистически значимо снизил задержку 

до обнаружения платформы у 16-месячных мышей (р<0,05) по сравнению с 

контрольной группой того же возраста на четвертый день обучения при введении в 

дозах 1–25 мг/кг. Двусторонний дисперсионный анализ выявил статистически 

значимые групповые эффекты для доз ДХС 1 мг/кг (F1,14 = 8,47; р<0,05) и 25 мг/кг 

(F1,15 = 7,26; р<0,05) по дням, а также значительный как групповой эффект (F1,14 = 

10,48; р<0,05), так и взаимодействий группа × день (F1,1,62 = 6,79; р<0,05) для дозы 

10 мг/кг. ДХС статистически значимо уменьшил длину пути до платформы у 16-

месячных мышей по сравнению с контрольной группой того же возраста на 4-й 

день обучения при введении в дозах 1–25 мг/кг (р<0,05). Двусторонний 

дисперсионный анализ выявил значимые групповые эффекты для доз ДХС 1 мг/кг 

(F1,14 = 8,01; р<0,05) и 25 (F1,15 = 6,95; р <0,05) по дням, а также значимый эффект 

как для групп (F1,14 = 9,84; р<0,05), так и взаимодействия группа × день (F1,1,62 = 

7,01; р<0,05) для дозы ДХС 10 мг/кг. В совокупности эти результаты 

свидетельствуют о том, что ДХС значительно улучшил пространственное обучение 

у пожилых 16-месячных мышей по сравнению с мышами того же возраста, 

получавшими физ. раствор. 

Через 11 дней после последнего введения препаратов у животных в группах 

измерили общие уровни N-ацетиласпартата в мозге методом 1Н ЯМР in vivo и 

нормировали их на уровни креатина, измеренного тем же способом. Индекс 

NAA/Cr использовали в качестве меры NAA в мозге. 
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Средняя величина NAA/Cr в мозге контрольных 16-месячных мышей была на 

30% ниже, чем у контрольных 5-месячных, что отражает возрастные изменения в 

снижении биоэнергетики нейронов (Рисунок 44).   

 

Рисунок 44 - Эффект ДХС на уровни NAA/Cr в головном мозге 16-месячных мышей 

по данным 1Н ЯМР in vivo ([398]). (A) Общие уровни NAA/Cr в мозге. Контрольные 

5-месячные (5М) и 16-месячные (16М) животные получали в/б физ. раствор. В 

опытных группах 16-месячные животные получали в/б ДХС в дозе 1 мг/кг (ДХС1), 

10 мг/кг (ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). В столбцах представлены М ± m значений 

NAA/Cr (n≥8). *р<0,05 по сравнению с контрольными 16-месячными животными 

(Физ.рр 16М); †р<0,05 по сравнению с по сравнению с контрольными 5-месячными 

животными (Физ.рр 5М). (В) Репрезентативные спектры 1H ЯМР мозга 

контрольных 5-месячных мышей (5М + Физ.рр), контрольных 16-месячных мышей 

(16М + Физ.рр) и 16-месячных мышей, получавших ДХС в дозе 25 мг/кг (16М 

+ДХС25). Отнесение сигналов: NAA, протоны СН3-группы NAA; Cr, протоны СН3-

группы Cr.   

При курсовом введении в дозах 10 и 25 мг/кг в/б ДХС статистически значимо 

увеличивал уровни NAA/Cr во всем мозге у 16-месячных мышей по сравнению с 

контрольной группой того же возраста, получавшей физ. раствор (р<0,01), что 

указывает на повышение биоэнергетики нейронов мозга у пожилых животных 

после введения ДХС. 

Пожилые 16-месячные мыши проявляют признаки возрастного когнитивного 

снижения, выражающегося в уменьшении спонтанной двигательной активности в 
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простом сенсомоторном тесте открытого поля, снижении долговременной памяти 

оборонительного поведения в тесте пассивного избегания и снижении 

пространственного обучения в водном лабиринте Морриса в сравнении с 5-

месячными животными. Это когнитивное снижение у пожилых животных 

сопровождалось значимым 30% снижением общемозгового уровня N-

ацетиласпартата в сравнении с более молодыми 5-месячными животными. NAA – 

исключительно нейрональный маркер, снижение которого в условиях повреждения 

мозга (инсульт и ЧМТ) отражает потерю нейронов, а в отсутствие повреждений 

характеризует сниженную работоспособность митохондрий в нейронах, так как 

синтез NAA привязан к синтезу оксалоацетата в цикле трикарбоновых кислот и 

меняется синхронно с уровнем АТФ и потреблением кислорода нейронами [407, 

408]. В этом контексте возрастное когнитивное снижение у 16-месячных животных 

связано со снижением биоэнергетики нейронов. 

Дихолинсукцинат при коротком курсовом введении существенно улучшил 

когнитивные функции у пожилых 16-месячных мышей с одновременным 

повышением уровней N-ацетиласпартата в мозге. Эти результаты вполне 

согласуются с механизмом действия ДХС как нейронального инсулин-

сенситайзера, способного поддерживать высокую активность инсулинового 

рецептора в нейронах в ответ на релевантные эндогенным низкие уровни инсулина, 

так как известно, что инсулиновая сигнализация в мозге имеет фундаментальное 

значение для процессов обучения и памяти  [47, 52, 99, 104]. Кроме того, эти 

результаты согласуются с известной способностью инсулина повышать уровни N-

ацетиласпартата в мозге, что было показано в клинических испытаниях на 

здоровых добровольцах, получавших инфузию инсулина в условиях поддержания 

нормальной концентрации глюкозы в крови (эугликемический клэмп) [418]. Уже 

через 4 часа инсулин повышал уровни NAA/Cr в мозге на 16% (р=0,0018), причем 

повышение положительно коррелировало с чувствительностью к инсулину 

(коэффициент корреляции r = 0,78, р<0,001), что указывает на связь между 

снижением уровней NAA в мозге и инсулиновой резистентностью.  
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В контексте того, что сниженные уровни NAA/Cr в лобной доле у пациентов 

после инсульта предсказывают снижение когнитивных функций в будущем [412], а 

три четверти всех инсультов происходят у лиц в возрасте ≥65 лет, полученные в 

настоящем исследовании результаты указывают на возможность использования 

дихолинсукцината  как средства-кандидата для повышения уровней N-

ацетиласпартата и восстановления сниженных когнитивных функций в периоде 

реабилитации после инсульта.   

Таким образом, впервые показано, что дихолинсукцинат повышает уровни N-

ацетиласпартата в мозге, сниженные вследствие процесса хронологического 

старения. Курсовое введение дихолинсукцината обеспечивает статистически 

значимое улучшение когнитивных функций у пожилых животных с 

одновременным повышением уровней N-ацетиласпартата в мозге. С учетом того, 

что ишемический инсульта преобладает среди пожилых, дихолинсукцинат может 

рассматриваться как средство-кандидат для восстановления сниженных 

когнитивных функций и повышения уровней N-ацетиласпартата в 

восстановительном периоде после инсульта у возрастных пациентов. 

6.7 Исследование эффектов дихолинсукцината на модели токсичности β-

амилоида 25-35 у крыс 

Значительная часть пациентов, выживших после ишемического инсульта, 

страдают постинсультными когнитивными нарушениями, и роль  церебрального β-

амилоида  в этом процессе широко дискутируется среди прочих механизмов, но 

остается до сих пор неясной [426, 427], хотя по некоторым данным в одной трети 

случаев деменция после инсульта развивается по типу болезни Альцгеймера [428]. 

Спорадическая деменция по типу болезни Альцгеймера моделируется 

однократной инъекцией β-амилоидного пептида 25–35 в базальное ядро Мейнерта 

мозга крыс. Модель характеризуется нарушениями поведения, ухудшением 

обучения и памяти, а также нарушением холинергической иннервации в коре мозга 

[429]. Кроме того, введение β-амилоидного пептида 25–35 снижает активность 



 

159 
 

холинацетилтрансферазы, ключевого фермента биосинтеза ацетилхолина в мозге 

[430].      

Цель исследования – изучить эффекты в/б введения дихолинсукцината (ДХС) 

на когнитивную функцию и активность холинацетилтрансферазы на модели 

деменции у крыс, вызванной введением β-амилоидного пептида 25-35 в базальное 

ядро Мейнерта.   

Все животные были распределены по экспериментальным группам, по 8 

животных в группе, случайным образом с использованием сгенерированных 

компьютером случайных чисел. Крысам делали однократную внутримозговую 

инъекцию β-амилоидного пептида 25–35 (Аβ) или физ. раствора 

(ложнооперированные животные) в базальное ядро Мейнерта. Через две недели 

Аβ-индуцированные животные начали получать один раз в день, семь дней подряд, 

в/б инъекции ДХС в дозе 1 мг/кг (группа 1), 10 мг/кг (группа 2), 25 мг/кг (группа 3), 

физ. раствор (группа 4, контроль), или холина хлорид в дозе 10 мг/кг (группа 5). 

Группа ложнооперированных животных получала физ. раствор в/б в течение 7 дней. 

Затем животных тестировали в тесте пассивного избегания и измеряли активность 

холинацетилтрансферазы в дни, указанные в плане исследований (Рисунок 45).   

 

Рисунок 45 - План исследований. ПИ – тест пассивного избегания; ХАТ – измерение 

холинацетилтрансферазы. 

Результаты теста пассивного избегания показали наличие статистически 

значимой разницы в задержке перехода из светлого в темный отсек между 

ложнооперированными животными и животными, получившими внутримозговую 

инъекцию β-амилоидного пептида 25–35 (Аβ), как в первый (р<0,05), так и второй 

день тестирования (р<0,01). Аβ-индуцированные животные, получавшие ДХС в 
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дозах  10 и 25 мг/кг, имели статистически значимо сниженную задержку перехода 

из светлого в темный отсек в первый день испытаний (р<0,01) по сравнению с 

контрольными Аβ-индуцированными животными, получавшими физ. раствор. Во 

второй день тестирования ДХС в дозах  10 и 25 мг/кг статистически значимо 

повышал задержку перехода из светлого в темный отсек у Аβ-индуцированных 

животных (р<0,01) по сравнению с Аβ-индуцированными животными, 

получавшими физ. раствор. Эти результаты указывают на то, что дихолинсукцинат 

улучшает долговременную память оборонительного поведения у животных с 

когнитивным снижением, вызванным токсичностью β-амилоида (Рисунок 46). 

 

Рисунок 46 - Эффект ДХС на обучение и память в тесте пассивного избегания у Аβ-

индуцированных крыс ([398]). Ложнооперированные животные получали в/б физ. 

раствор (Физ.рр Физ.рр). Аβ-индуцированные животные получали в/б физ. раствор 

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

(ДХС10), или 25 мг/кг (ДХС25). Животных тестировали в первый день (А) и через 

24 часа (В). Столбцы представляют М ± m задержки перехода в темный отсек, с 
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(n=8). *р<0,05 по сравнению с Аβ-индуцированными животными (Физ.рр. / Аβ) †р< 

0,05 по сравнению с ложнооперированными животными (Физ.рр / Физ.рр).     

Введение β-амилоидного пептида 25–35 вызвало статистически значимое 

снижение на 27% активности холинацетилтрансферазы в мозге (р<0,001) по 

сравнению ложнооперированным контролем, что указывает на холинергическую 

дисфункцию, вызванную токсичностью β-амилоида (Таблица 15).  

Таблица 15 - Эффект ДХС на активность холинацетилтрансферазы (ХАТ) в мозге 

Аβ-индуцированных крыс ([398]).  

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 холина 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). 

*р<0,05 по сравнению с Аβ + физ. раствор. †р<0,05 по сравнению с 

ложнооперированными животными (Физ. раствор + физ. раствор). 

Введение ДХС в максимальной изучаемой дозе 25 мг/кг вызвало 

статистически значимое повышение активности ХАТ в мозге у Аβ-

индуцированных животных (р < 0,05), по сравнению с Аβ-индуцированными 

животными, получавшими физ. раствор. 

Вещество сравнения, холина хлорид в дозе 10 мг/кг в/б не показал 

статистически значимого влияния на обучение в тесте пассивного избегания и 

церебральную активность ХАТ у Аβ-индуцированных крыс с амнезией (p>0,05) по 

сравнению Аβ-индуцированными животными, получавшими физ. раствор. 
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После внутримозгового введения β-амилоидного пептида 25–35 в базальное 

ядро Мейнерта крысы  проявляют признаки когнитивного снижения, 

выражающееся в снижении долговременной памяти оборонительного поведения в 

тесте пассивного избегания, а также снижении активности 

холинацетилтрансферазы, ключевого фермента в синтезе ацетилхолина, что 

свидетельствует о развивающемся в результате инъекции β-амилоида дефиците 

холинергической нейротрансмиссии. 

 Дихолинсукцинат при в/б введении коротким курсом 7 дней статистически 

значимо улучшил обучение и память в тесте пассивного избегания у крыс с 

когнитивным снижением, индуцированным β-амилоидным пептидом, а также в 

максимальной исследованной дозе повысил активность холинацетилтрансферазы, 

сниженную введением β-амилоида.  

Дихолинсукцинат является нейрональным инсулин-сенситайзером, 

повышающим фосфорилирование (активацию) инсулинового рецептора в нейронах 

в ответ на релевантные эндогенным низкие уровни инсулина. Этот механизм 

сенситизации рецептора инсулина достаточно объясняет полученные в настоящем 

исследовании результаты в контексте известных фактов, что β-амилоид вызывает 

резистентность к инсулину, нарушая связывание инсулина рецепторами [432] и 

препятствуя фосфорилированию рецепторов   [133], тогда как  инсулин 

положительно влияет на оба изученных в исследовании параметра – на 

когнитивную функцию [47, 52, 99, 104] и на экспрессию холинацетилтрансферазы 

в мозге [433].   

С учетом того, что токсичность β-амилоида может вносить вклад в риск 

развития постинсультных когнитивных нарушений [428], полученные в настоящем 

исследовании результаты указывают на возможность использования 

дихолинсукцината для снижения риска развития деменции в периоде реабилитации 

после инсульта.    

Таким образом, впервые показано, что дихолинсукцинат повышает 

активность холинацетилтрансферазы в мозге, сниженную введением токсичного β-
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амилоидного пептида. Курсовое введение дихолинсукцината обеспечивает 

статистически значимое улучшение когнитивных функций у животных с 

когнитивным снижением, вызванным токсичностью β-амилоида. Полученные 

результаты показывают перспективу дихолинсукцината как средства-кандидата для 

снижения риска развития деменции вызванной токсичностью β-амилоида.  

В целом, дихолинсукцинат показал высокую эффективность в исследованиях 

доказательства концепции его использования как нейронального инсулин-

сенситайзера на биомоделях, где инсулиновая резистентность является известным 

патогенетическим фактором. Последующие доклинические и клинические 

исследования препарата Дирекорд, содержащего дихолинсукцинат в качестве 

действующего вещества, подтвердили, что дихолинсукцинат является 

эффективным и безопасным средством для лечения ишемического инсульта в 

раннем восстановительном периоде, в период первых трех месяцев, когда 

постинсультная инсулиновая резистентность является фактором, препятствующим 

восстановлению функций мозга.  

Акт о проведении полного комплекса доклинических исследований 

эффективности и безопасности препарата Дирекорд для получения разрешения на 

проведение первой фазы клинического исследования представлен в Приложении А.  

Акт об успешном завершении клинических исследований I, II и III фазы 

препарата Дирекорд по показанию лечение ишемического инсульта в раннем 

восстановительном периоде представлен в Приложении Б.  

Справочная информация о дизайне и результатах клинического исследования 

I фазы препарата Дирекорд представлена в Приложении В.  

Справочная информация о дизайне и результатах клинического исследования 

II фазы эффективности и безопасности препарата Дирекорд представлена в 

Приложении Г.  

Справочная информация о дизайне и результатах клинического исследования 

III фазы эффективности и безопасности препарата Дирекорд представлена в 

Приложении Д. 
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6.8 Выводы по главе 6: 

1. На основе выявленных механизмов регуляции чувствительности 

инсулинового рецептора окислительным сигналом инсулина создан нейрональный 

инсулин-сенситайзер (дихолинсукцинат) – средство, улучшающее 

чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину, которое 

показало эффективность на биомоделях церебральной ишемии, старения и 

токсичности β-амилоида, где инсулиновая резистентность является одним из 

известных патогенетических факторов. 
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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, 

посттрансляционная модификация имеющая решающее значение для активации 

рецепторной тирозинкиназы, а роль регулятора играет окислительный сигнал 

инсулина (Н2О2), ключевую роль в генерации которого играет 

сукцинатдегидрогеназа комплекса II  митохондрий.  

Впервые показано, что митохондрия может служить источником 

окислительного сигнала инсулина, что было продемонстрировано в экспериментах 

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

окисления сукцината сукцинатдегидрогеназой  комплекса II митохондрий играет 

ключевую роль в генерации окислительного сигнала инсулина, вовлеченного в 

ингибирование активности протеинтирозинфосфатаз, известных негативных 

регуляторов фосфорилирования инсулинового рецептора, причем скорость 

генерации сигнальной Н2О2 имеет гиперболическую зависимость Михаэлиса-

Ментен от концентрации сукцината в интервале его физиологически релевантных 

концентраций 1–80 мкМ. Окислительный сигнал инсулина в нейронах 

представляет собой однократный 30-секундный выброс Н2О2, вызванный 

двухфазным изменением скорости генерации Н2О2, когда за быстрым 10-

секундным подъемом следует 20-секундная фаза снижения скорости генерации 

Н2О2 до исходного уровня. Окислительный сигнал предшествует 

фосфорилированию инсулинового рецептора и является необходимым условием 

для активации инсулинового рецептора.  

Впервые показано, что фосфорилирование инсулинового рецептора в 

нейронах проявляет сверхчувствительность к ингибированию окислительного 

сигнала инсулина, что выражается в резком сигмоидальном падении способности 

рецептора к фосфорилированию в ответ на инсулин при подавлении 
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окислительного сигнала, что объясняет такое явление, как гипофосфорилирования 

инсулинового рецептора в отсутствие дефицита инсулина.   

Впервые показано, что глутамат в эксайтотоксических концентрациях 

вызывает гипофосфорилирование инсулинового рецептора и нижележащих киназ 

сигнального каскада инсулина Akt, mTOR и GSK3β, что объясняет развитие 

нейрональной инсулиновой резистентности в состояниях, где глутаматная 

эксайтотоксичность является известным поражающим фактором, в том числе при 

ишемическом инсульте.  

Выявленные в настоящей работе механизмы регуляции чувствительности 

инсулинового рецептора открывают перспективу для создания средств, 

повышающего чувствительность ИР к инсулину (инсулин-сенситайзеров) на 

основе солей или производных янтарной кислоты, так как реакция окисления 

сукцината является встроенным естественным механизмом генерации 

окислительного сигнала инсулина и существует гиперболическая зависимость 

Михаэлиса-Ментен скорости генерации окислительного сигнала от концентрации 

сукцината в интервале физиологически релевантных концентраций последнего. 

Этот подход был реализован при создании нейронального инсулин-сенситайзера 

дихолинсукцината, повышающего фосфорилирование инсулинового рецептора в 

нейронах в ответ на физиологически релевантные концентрации инсулина. 

Эффективность дихолинсукцината в защите метаболизма мозга показана на 

биомоделях церебральной 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 
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раннем восстановительном периоде показана в доклинических и клинических 

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

В целом, настоящее исследование раскрывает механизмы регуляции 

чувствительности инсулинового рецептора в нейронах мозга и создает 

теоретические предпосылки для разработки новых подходов к лечению 

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

Основные результаты работы могут быть сформулированы в виде следующих 

выводов: 

1. Митохондрия является участником инсулиновой сигнализации в сердце, 

печени и нейронах, где выполняет роль источника окислительного сигнала 

инсулина (Н2О2), вовлеченного в ингибирование активности 

протеинтирозинфосфатаз, известных негативных регуляторов фосфорилирования 

инсулинового рецептора, причем скорость генерации сигнальной Н2О2 в печени и 

сердце в ответ на инсулин имеет гиперболическую зависимость Михаэлиса-Ментен 

от концентрации 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 регуляции 

является фосфорилирование рецептора, известная посттрансляционная 

модификация необходимая для полной активации рецепторной тирозинкиназы, а 

роль регулятора играет окислительный сигнал инсулина, источником которого 

служит реакция окисления сукцината сукцинатдегидрогеназой комплекса II 

митохондрий. 

3. Окислительный сигнал инсулина представляет собой однократный 30-

секундный выброс Н2О2 в ответ на инсулин, предшествующий фосфорилированию 

рецептора и необходимый для повышения чувствительности инсулинового 

рецептора в нейронах к инсулину. 

4. Фосфорилирование инсулинового рецептора в нейронах проявляет 

сверхчувствительность к ингибированию окислительного сигнала инсулина, что 
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выражается в резком сигмоидальном падении способности рецептора к 

фосфорилированию в ответ на инсулин при достижении определенной пороговой 

концентрации ингибитора, что объясняет гипофосфорилирование инсулинового 

рецептора в условиях, когда нет недостатка в инсулине. 

5. Одним из факторов, снижающих окислительный сигнал инсулина и 

приводящих к гипофосфорилированию инсулинового рецептора в нейронах, 

является деполяризация внутренней мембраны митохондрий.  

6. Глутамат в эксайтотоксической концентрации через деполяризацию 

митохондрий вызывает гипофосфорилирование инсулинового рецептора и 

нижележащих 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 

инсулинового рецептора окислительным сигналом инсулина создан нейрональный 

инсулин-сенситайзер (дихолинсукцинат) – средство, улучшающее 

чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину, которое 

показало эффективность на биомоделях церебральной ишемии, старения и 

токсичности β-амилоида, где инсулиновая резистентность является одним из 

известных патогенетических факторов. 
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СОКРАЩЕНИЯ 

[Ca2+]i  концентрация внутриклеточного кальция 

1Н ЯМР  магнитнорезонансная спектроскопия на ядрах 1Н  

2VO окклюзия двух сонных артерий 

31Р ЯМР  магнитнорезонансная спектроскопия на ядрах 31Р  

4EBP1 связывающий белок 1 эукариотического фактора инициации 

трансляции 4Е 

AMPAR ионотропный глутаматный рецептор α-амино-3-гидрокси-5-

метил-4-изоксазолпропионовой кислоты  

ANOVA дисперсионный анализ  

AUC0-∞  площадь под фармакокинетической кривой  до бесконечности 

AUC0-t  площадь под фармакокинетической кривой до времени отбора 

последнего образца крови t 

AUCτ  площадь под фармакокинетической кривой в пределах 

интервала дозирования  

BAD BLC2 антагонист клеточной смерти 

BDNF нейротрофический фактор мозга 

bIIITub бета тубулин III класса 

BLC2 регулятор апоптоза BLC2 

Cmax максимальная концентрация вещества в плазме  

Cmin значение концентрации вещества в плазме крови в конце 

интервала дозирования 

CoQ кофермент Q 

CoQH2 восстановленная форма кофермента Q 

Cr креатин 

DAMPs связанные с повреждением молекулярные паттерны  

EC50 концентрация полумаксимального эффекта 

eIF4E эукариотический фактор инициации трансляции 4Е 
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Erk1,2 внеклеточным сигналом-активируемая киназа 1,2 

FCCP карбонил цианид-п-трифторметоксифенилгидразона 

FOXOs англ. forkhead box белок O 

GABAAR рецептора γ-аминомасляной кислоты типа А  

GFAP глиальный фибриллярный кислый белок 

GLP-1 глюкагоноподобный пептид 1 

GLUT3 транспортер глюкозы 3  

GLUT4 транспортер глюкозы 4  

Gpx1 глутатионпероксидаза 1 

Grb2 связывающий белок 2 рецепторов факторов роста 

GS гликогенсинтаза 

GSK3β гликогенсинтазы киназа 3β 

GTP гуанозинтрифосфат 

Gαi2 G-белок альфа2i 

HMGB1 белок бокс 1 группы высокой подвижности  

HOMA-IR гомеостатический индекс инсулиновой резистентности 

IC50 концентрация полумаксимального ингибирования  

IGF1R рецептор инсулиноподобного фактора роста типа 1 

IGF2 инсулиноподобный фактор роста 2  

IGF2R рецептор инсулиноподобного фактора роста типа 2 

IGFR рецептор инсулиноподобного фактора роста  

IL-1β интерлейкин 1β  

IRS субстрат инсулинового рецептора 

IRS1 субстрат инсулинового рецептора 1 

IRS2 субстрат инсулинового рецептора 2 

IRSp53 субстрат инсулинового рецептора р53 

kel  константа скорости элиминации  

Km константа Михаэлиса 

Mek митоген-активируемая протеинкиназа 
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mGluR метаботропный глутаматный рецептор  

mTORC1/2 мишень рапамицина млекопитающих комплекс 1/2 

NAA N-Ацетиласпартат  

NAC N-ацетилцистеин 

NADPH никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

NCX Na+/Ca2+-обменник  

NF-κB ядерный фактор κВ  

NGF фактор роста нервов 

NIHSS шкала тяжести инсульта Национального Института 

Здравоохранения США 

NKA Na+/K+-АТФаза  

NMDAR N-метил-D-аспартат ионотропный глутаматный рецептор   

NOX2 никотинамидадениндинуклеотидфосфат оксидаза 2 

NOX4 никотинамидадениндинуклеотидфосфат оксидаза 4 

PI3K фосфатидилинозитол-зависимая киназа 1 

Prx1 пероксиредоксин 1 

Prx2 пероксиредоксин 2 

Prx3 пероксиредоксин 3 

PTP1B протеинтирозинфосфатаза 1B  

PTX коклюшный токсин  

r56 рибосомальный белок S6 

Raf Raf-1 киназа 

RHEB гомолог RAS в мозге 

S6K S6 киназа 

T1/2  период полувыведения 

TCmax время достижения максимальной концентрации вещества в 

плазме  

TLR4 толл-подобный рецептор 4 

TNF-α фактор некроза опухоли альфа 
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TSC2 туберин 

VGCC потенциал-зависимые кальциевые каналы  

Vmax максимальная скорость реакции 

ΔΨm потенциал внутренней мембраны митохондрий 

Аβ β-амилоид 

АД артериальное давление 

АДФ аденозиндифосфат 

АКТ протеинкиназа AKT/B 

АТФ аденозинтрифосфат 

АФК активные формы кислорода 

БА болезнь Альцгеймера 

ВЭЖХ высокоэффективная жидкостная хроматография  

ГХ газовая хроматография 

ГЭБ гематоэнцефалический барьер  

ДХС дихолинсукцинат 

ИР инсулиновый рецептор  

ИР-A инсулиновый рецептор изоформа А 

ИР-В инсулиновый рецептор изоформа В 

КТ компьютерная томография 

Н2О2 перекись водорода 

НЯ нежелательное явление  

ОКД отсроченная кальциевая дерегуляция 

ПТФ протеинтирозинфосфатаза 

СДГ сукцинатдегидрогеназа 

СМЖ спинномозговая жидкость 

ФК фосфокреатин 

ФМЭ фосфомоноэфиры 

Фн неорганический фосфат 

ХАТ холинацетилтрансфераза 
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ЦНС центральная нервная система 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 

(справочное) 

Клиническое исследование I фазы открытое лекарственного препарата 

Дирекорд, действующее вещество дихолинсукцинат, у здоровых добровольцев 

Введение 

Дирекорд – оригинальный препарат, раствор для внутримышечного введения, 

содержащий в качестве действующего вещества дихолинсукцинат в концентрации 

100 мг/мл. Дихолинсукцинат повышает чувствительность инсулиновых рецепторов 

в нейронах, повышая фосфорилирование рецептора в ответ на низкие 

субоптимальные дозы инсулина.  

Доклинические исследования дихолинсукцината показали эффективность и 

безопасность дихолинсукцината при инъекционном введении в биомоделях 

церебральной гипоперфузии и ишемии.  

Цель исследования – изучить переносимость, безопасность и 

фармакокинетические параметры препарата Дирекорд, действующее вещество 

дихолинсукцинат 100 мг/мл, при внутримышечном введении в клиническом 

исследовании I фазы на здоровых добровольцах. 

Проведение исследования 

Открытое, с последовательной эскалацией дозы исследование безопасности, 

переносимости и фармакокинетики препарата Дирекорд проведено на базе 

государственного бюджетного учреждения здравоохранения Ярославской области 

«Клиническая больница №3» (ГБУЗ ЯО «КБ № 3») г. Ярославль с участием 

клинической лаборатории «МедИнКом», г. Ярославль и биоаналитической 

лаборатории НПЦ «Пробиотек», г. Москва с 01.08.2016 по 27.12.2016 г. 

Клиническое исследование I фазы проводили в соответствии с утвержденным 

протоколом и этическими принципами Хельсинкской Декларации Всемирной 

Медицинской Ассоциации, трехсторонним соглашением по Надлежащей 

Клинической Практике (ICH GCP) и регламентировалось действующим 

законодательством РФ: Конституция РФ; Федеральный закон от 21.11.2011 г. № 323-
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ФЗ "Об основах охраны здоровья граждан в Российской Федерации"; Федеральный 

закон от 12.04.2010 г. № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств»; 

Национальный стандарт Российской Федерации ГОСТ Р 52379-2005 «Надлежащая 

клиническая практика» от 27.09.2005 г. N 232-ст); Постановление Правительства 

РФ от 13.09.2010 г. № 714 «Об утверждении типовых правил обязательного 

страхования жизни и здоровья пациента, участвующего в клинических 

исследованиях лекарственного препарата»; Постановление Правительства РФ от 

18.05.2011 г. № 393 «О внесении изменений в типовые правила обязательного 

страхования жизни и здоровья пациента, участвующего в клинических 

исследованиях лекарственного препарата»; Разрешение № 287 на проведение 

клинического исследования от 25.04.2016 г., выданное Минздравом России; 

дополнения к Разрешению № 287 – Письмо Минздрава России № 4016394-20-1/ДР 

от 12.07.2016 г. Протокол исследования, Брошюра исследователя, 

Информационный листок пациента с формой информированного согласия на 

участие в исследовании и образец Индивидуальной регистрационной карты были 

одобрены Локальным этическим комитетом (ЛЭК) ГБУЗ ЯО «КБ № 3» до начала 

включения добровольцев в исследование (Протокол заседания ЛЭК № 63 от 

12.07.2016 г.). Всем добровольцам в ходе разъяснительной беседы и в письменной 

форме была предоставлена исчерпывающая информация, касающаяся всех 

аспектов проводимого исследования.  

Критерии отбора  

В исследовании участвовали 18 здоровых добровольцев. Главным критерием 

включения был верифицированный диагноз «здоров», который определялся как 

отсутствие отклонений, выявленных при подробном медицинском анамнезе, 

полном врачебном осмотре, включающем измерение АД и ЧСС, температуры тела, 

ЭКГ в 12 отведениях и по результатам клинических лабораторных исследований. В 

исследование не включались добровольцы, имевшие гиперчувствительность к 

янтарной кислоте, препаратам, содержащим холин, агонистам и антагонистам 
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холинергической системы; а также тяжелые реакции гиперчувствительности в 

анамнезе, вне зависимости от причины их вызвавшей.   

План исследования 

Добровольцы были случайным образом распределены в две группы. На I этапе 

6 добровольцам (группа 1) многократно вводили исследуемый препарат, через день 

с эскалацией дозы от 0,16 мг/кг/сутки до 600 мг/сутки. На II этапе 12 добровольцам 

(группа 2) однократно вводили исследуемый препарат в дозе 200 мг. На III этапе 

этим же 12 добровольцам ежедневно в течение 7 дней вводили исследуемый 

препарат в дозе 600 мг/день (3 x 200 мг с интервалом 8 часов). Данные от 12 

добровольцев (группа 2), полученные на II и III этапах исследования, были 

включены в расчет фармакокинетических параметров (Рисунок Б1) 

 

Рисунок Б1 - План исследования.  
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Исследование фармакокинетики. Концентрация холина в плазме крови 

добровольцев измерялась методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием, предел 

обнаружения 0,1 мкг/мл. Эндогенный холин (базовая линия), измерялся в плазме 

крови каждого добровольца до введения препарата в точке -0,5 ч на этапе II 

исследования. Абсолютные и скорректированные на базовую линию значения 

концентраций холина в плазме крови после однократного и многократного 

введения дихолинсукцината использовались для расчета фармакокинетических 

параметров: 

Cmax (мкг/мл) – максимальная концентрация вещества в плазме крови 

добровольца после внутримышечного введения;  

TCmax (ч) – время достижения максимальной концентрации вещества в плазме 

крови добровольца после внутримышечного введения; 

AUC0-t (мкг·ч/мл) – площадь под фармакокинетической кривой после 

внутримышечного введения до времени отбора последнего образца крови t;   

AUC0-∞ (мкг·ч/мл) – площадь под фармакокинетической кривой после 

внутримышечного введения до бесконечности, рассчитанная как AUC0-∞ = AUC0-t + 

Ct/kel, где Ct – это последняя измеренная концентрация вещества в плазме крови; 

AUC0-t/AUC0-∞ (%) – отношение значений AUC0-t к AUC0-∞, в процентах;  

Cmax/AUC0-t (ч
-1) – относительная скорость всасывания в системный кровоток;  

T1/2 (ч) – период полувыведения;  

kel (ч
-1) – константа скорости элиминации представляет собой долю вещества, 

элиминируемую из кровотока в единицу времени;  

Cmin (мкг/мл) – значение концентрации вещества в плазме крови добровольца 

в конце интервала дозирования;  

AUCτ (мкг·ч/мл) – площадь под фармакокинетической кривой в пределах 

интервала дозирования (рассчитывается по методу трапеций). 

Оценка безопасности. Регистрация нежелательных явлений (НЯ), связанных 

по мнению исследователя, с применением исследуемого препарата, проводилась на 
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протяжении всего исследования. Основным параметром безопасности была доля 

добровольцев с выявленными НЯ. Дополнительные параметры безопасности 

включали процентное соотношение добровольцев, которые прекратили участие в 

исследовании и процентное соотношение добровольцев, которые прекратили 

участие в исследовании из-за НЯ. Изучение безопасности включало регистрацию 

НЯ; сбор медицинского анамнеза и регулярное обновление данных в ходе 

исследования; лабораторные анализы крови и мочи; измерение основных 

жизненных показателей (АД, ЧСС и температуры тела); физикальное 

обследование, включая осмотр места введения; электрокардиографию в 12 

стандартных отведениях. Отдельно оценивалось холинергическое действие 

исследуемого препарата: влияние на сердечный ритм, артериальное давление, ЦНС 

и желудочно-кишечный тракт. 

Статистический анализ. Выборочные параметры, приводимые в таблицах, 

имеют следующие обозначения: М – среднее, s – стандартное отклонение, n – объем 

анализируемой подгруппы, р – достигнутый уровень значимости. Расчет 

фармакокинетических параметров осуществлялся с использованием 

валидированного программного обеспечения Phoenix WinNonLin (Версия 7.0). 

Статистический анализ проводился с использованием программного обеспечения 

SPSS Statistics 19.0.  

Результаты исследования 

Исходные характеристики добровольцев показаны в Таблице Б1. 

Таблица Б1 - Исходная характеристика добровольцев. 

Показатель Группа 1 + Группа 2 (n=18) 

Женщины / мужчины 11 / 7 

Возраст, годы (M ± s) 30,4 ± 7,8 

Масса тела, кг (M ± s) 70,9 ± 8,5 

Рост, м (M ± s) 1,73 ± 0,07 

Индекс массы тела, кг/м2 (M ± s) 23,6 ± 1,8 



 

227 
 

Базовый эндогенный уровень холина в плазме крови добровольцев до 

введения препарата в точке -0,5 ч на II этапе исследования составил в среднем 0,734 

± 0,132 мкг/мл. После однократного в/м введения препарата действующее вещество 

быстро всасывалось со средней скоростью 0,433 ± 0,381 ч-1. Максимальная 

концентрация Cmax в плазме достигалась через 0,375 ± 0,365 ч и составила 0,990 ± 

0,557 мкг/мл с поправкой на базовый уровень холина в плазме. Средние значения 

kel и T1/2 (1,211 ± 1,127 ч-1 и 1,27 ± 1,07 ч, соответственно), свидетельствуют о 

быстрой элиминации холина. Площадь под фармакокинетической кривой AUC0-t 

после корректировки на базовую линию составила 3,549 ± 2,857 мкг·ч/мл (Рисунок 

Б2).  

 

Рисунок Б2 - Кинетические кривые концентраций холина в плазме крови 

добровольцев. (А) после однократного внутримышечного введения 

дихолинсукцината в дозе 200 мг (этап II); (Б) после многократного 

внутримышечного введения дихолинсукцината в дозе 200 мг (на 7-й день этапа III). 

M ± s (n=12). 

Фармакокинетические параметры дихолинсукцината (оценка по холину) 

после однократного внутримышечного введения в дозе 200 мг (этап II) показаны в 

Таблице Б2, а фармакокинетические параметры дихолинсукцината (оценка по 

холину) в плазме крови добровольцев, получавших ежедневно внутримышечно 

дихолинсукцинат в дозе 600 мг (3 x 200 мг с перерывом 8 ч) в течение 7 дней, 
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рассчитанные на основе последнего внутримышечного введения в дозе 200 мг (7-й 

день этапа III) представлены в Таблице Б3. 

Таблица Б2 - Фармакокинетические параметры после однократного 

внутримышечного введения дихолинсукцината здоровым добровольцам (этап II) с 

поправкой на базовый уровень холина в плазме. 

Параметр М ± s (N = 18) 

Cmax 0,990 ± 0,557  мкг/мл 

TCmax 0,375 ± 0,365  ч 

AUC0-t 29,213 ± 6,980  мкг·ч/мл 

AUC0-t 3,549 ± 2,857  мкг·ч/мл 

AUC0-∞ 3,550 ± 2,857  мкг·ч/мл 

AUC0-t/AUC0-∞ 99,97 ± 0,09  % 

Cmax/AUC0-t 0,433 ± 0,381  ч-1 

кel 1,211 ± 1,127  ч-1 

T1/2 1,271 ± 1,071  ч 

Таблица Б3 - Фармакокинетические параметры дихолинсукцината (оценка по 

холину) после многократного внутримышечного введения здоровым добровольцам 

(этап III) с поправкой на базовый уровень холина в плазме. 

Параметр М ± s (N = 18) 

Cmax 1,066 ± 0,331 мкг/мл 

TCmax 0,34 ± 0,103 ч 

Cmin 0,103 ± 0,089 мкг/мл 

AUCτ (τ = 8 ч) 3,324 ± 1,061 мкг·ч/мл 

После многократного внутримышечного введения дихолинсукцината в 

течение 7 дней в дозе 600 мг в сутки концентрации вещества в плазме крови в конце 

интервала дозирования Cmin составляла 0,103 ± 0,089 мкг/мл (интервал 0,000 – 0,253 

мкг/мл), что свидетельствует об отсутствии накопления холина в кровотоке. 

Средние значения Cmax холина после многократного и однократного введений 

исследуемого препарата (1,066 ± 0,331 и 0,990 ± 0,557 мкг/мл, соответственно) 
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практически не отличались между собой. Средние значения площади под кривой 

AUCτ в интервале дозирования (τ = 8 ч) после многократного введения препарата 

составляли 3,324 ± 1,061 мкг·ч/мл, что также не отличалось от AUC0-t 3,549 ± 2,857 

мкг·ч/мл после однократного введения препарата. В совокупности эти результаты 

свидетельствуют об отсутствии кумуляции дихолинсукцината при многократном 

введении в дозе 600 мг в сутки. 

Популяция безопасности в данном исследовании включала всех 

рандомизированных добровольцев – 18 человек. Все добровольцы завершили 

исследование в соответствии с Протоколом. Соответственно, процентное 

соотношение добровольцев, которые прекратили участие в исследовании, 

составило 0.0%; процентное соотношение добровольцев, которые прекратили 

участие в исследовании из-за нежелательных явлений, составило 0.0%. Для всех 

добровольцев основные жизненные показатели, результаты физикального осмотра, 

ЭКГ в 12 отведениях, а также значения лабораторных параметров крови и мочи 

были в пределах нормы как на этапе скрининга, так и в ходе исследования. 

Нежелательных явлений у добровольцев популяции безопасности в ходе 

исследования не зарегистрировано. Доля добровольцев с выявленными 

нежелательными явлениями, связанными, по мнению исследователя, с 

применением исследуемого препарата, включая изменения со стороны внутренних 

органов и систем, лабораторных показателей, изменений ЭКГ, локальные 

изменения при объективном исследовании за весь период исследования, составила 

0.0%. Переносимость препарата была хорошей – признаков гиперемии, отеков и 

гематом в месте инъекций выявлено не было, жалоб на болезненность, зуд и 

жжение добровольцы не предъявляли.  

Выводы 

1. Результаты открытого, с последовательной эскалацией дозы клинического 

исследования безопасности, переносимости и фармакокинетики препарата 

Дирекорд, действующее вещество дихолинсукцинат, у здоровых добровольцев 

показали, что препарат в дозе 600 мг в сутки  обладает высоким профилем 
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безопасности и может быть рекомендован для дальнейшего изучения в 

исследовании с участием пациентов. 

2. После однократного внутримышечного введения препарата Дирекорд в дозе 

200 мг здоровым добровольцам действующее вещество достигает максимальной 

концентрации в кровотоке в среднем через 22,5 минуты и выводится со средним 

периодом полувыведения 76 минут.  

3. Многократное внутримышечное введение препарата Дирекорд здоровым 

добровольцам в суточной дозе 600 мг не приводит к кумуляции препарата.  

4. У добровольцев популяции безопасности в ходе данного исследования не 

зарегистрировано нежелательных явлений. 

5. Препарат хорошо переносится – признаков гиперемии, отеков и гематом в 

месте инъекций выявлено не было, жалоб на болезненность, зуд и жжение 

добровольцы не предъявляли. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ В 

(справочное) 

Клиническое исследование II фазы лекарственного препарата Дирекорд, 

действующее вещество дихолинсукцинат, у пациентов с ишемическим 

инсультом в раннем восстановительном периоде  

Введение   

Дирекорд – оригинальный препарат, содержащий в качестве действующего 

вещества дихолинсукцинат, 100 мг/мл. Дихолинсукцинат – доказанный в 

доклинических исследованиях нейрональный инсулин-сенситайзер, повышающий 

чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах к низким субоптимальным 

концентрациям инсулина. Результаты I фазы клинических исследований показали, 

что Дирекорд имеет хороший профиль безопасности у здоровых волонтеров.   

Ишемический инсульт сопровождается постинсультной инсулиновой 

резистентностью, которая ассоциируется  с неблагоприятным клиническим 

исходом, а также повышенным риском повторных инсультов и смерти в течение 

ближайшего после инсульта года [7, 8, 9, 10].  Поэтому использование средств, 

улучшающих чувствительность нейронов к инсулину, может представлять новый 

подход к терапии ишемического инсульта в восстановительном периоде.  

Цель исследования – подобрать оптимальную дозировку и изучить 

эффективность, безопасность и переносимость лекарственного препарата 

Дирекорд, раствор для внутримышечного введения, у пациентов с ишемическим 

инсультом в раннем восстановительном периоде. 

Проведение исследования 

Рандомизированное, двойное слепое, плацебо-контролируемое, с 

параллельными группами, проспективное исследование по подбору оптимальной 

дозировки и изучению эффективности, безопасности и переносимости 

лекарственного препарата Дирекорд, раствор для внутримышечного введения, у 

пациентов с ишемическим инсультом в раннем восстановительном периоде было 

проведено с 12.11.2018 по 15.06.2019 г. в трех клинических центрах, одобренных 
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Минздравом РФ: государственном учреждении здравоохранения «Саратовская 

городская клиническая больница № 9» (ГУЗ СГКБ №9) г. Саратов, государственном 

учреждении здравоохранения Ярославской области «Клиническая больница №8» 

(ГУЗ ЯО «КБ № 2») г. Ярославль и государственном бюджетном учреждении 

здравоохранения Тверской области «Областной клинический лечебно-

реабилитационный центр» (ГБУЗ «ОКЛРЦ»). Клиническое исследование II фазы 

проводили в соответствии с утвержденным протоколом и этическими принципами 

Хельсинкской Декларации Всемирной Медицинской Ассоциации, 

международными принципами Надлежащей Клинической Практики (ICH GCP), и 

регламентировалось действующим законодательством РФ: Конституция РФ; 

Федеральный закон от 21.11.2011 г. № 323-ФЗ "Об основах охраны здоровья 

граждан в Российской Федерации"; Федеральный закон от 12.04.2010 г. № 61-ФЗ 

«Об обращении лекарственных средств»; Национальный стандарт Российской 

Федерации ГОСТ Р 52379-2005 «Надлежащая клиническая практика» от 27.09.2005 

г. N 232-ст); Постановление Правительства РФ от 13.09.2010 г. № 714 «Об 

утверждении типовых правил обязательного страхования жизни и здоровья 

пациента, участвующего в клинических исследованиях лекарственного препарата»; 

Приказ МЗ РФ от 01.04.2016 № 200н «Об утверждении правил надлежащей 

клинической практики»; Приказ Росздравнадзора № 1071 от 15.02.2017 г. «Об 

утверждении порядка осуществления фармаконадзора»; Приказ Минпромторга РФ 

от 14.06.2013 N 916 (ред. от 18.12.2015) "Об утверждении Правил надлежащей 

производственной практики"; Правила регистрации и экспертизы лекарственных 

средств для медицинского применения (Решение ЕАЭС от 03.11.2016 г. № 78); 

Правила надлежащей клинической практики ЕАЭС (Решение ЕАЭС от 03.11.2016 

г. № 79); Решение ЕАЭС №87 об утверждении правил фармаконадзора; 

Постановление Правительства РФ от 18.05.2011 N 393 "О внесении изменений в 

Типовые правила обязательного страхования жизни и здоровья пациента, 

участвующего в клинических исследованиях лекарственного препарата"; 

Разрешение № 14 от 17.01.2018 г., на проведение клинического исследования, 
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выданное Минздравом РФ. Протокол исследования, Брошюра исследователя, 

Информационный листок пациента с формой информированного согласия на 

участие в исследовании и образец Индивидуальной регистрационной карты были 

одобрены Советом по этике и локальными этическими комитетами медицинских 

организаций. Всем добровольцам в ходе разъяснительной беседы и в письменной 

форме была предоставлена исчерпывающая информация, касающаяся всех 

аспектов проводимого исследования.  

Критерии отбора  

В исследовании участвовали 132 пациента, мужчины и женщины в возрасте 

от 45 до 80 лет включительно, после первого ишемического инсульта в каротидной 

системе, подтвержденного компьютерной или магнитно-резонансной томографией, 

с давностью инсульта не менее 3 недель и не более 2 месяцев от момента появления 

неврологической симптоматики, с оценкой по шкале тяжести инсульта NIHSS от 3 

до 8 баллов включительно, оценкой по шкале когнитивных функций MoCA менее 

24 баллов, при наличии письменного информированного согласия, подписанного 

пациентом или его законным представителем, а также готовые и способные к 

заполнению необходимых шкал и выполнению графика посещений. Критериями 

невключения были геморрагический инсульт, тотальная афазия, наличие 

возникших до инсульта сопутствующих заболеваний, таких как значимое 

ограничение двигательной активности, психические заболевания, деменция; 

неврологические заболевания, такие как, эпилепсия, болезнь Паркинсона, 

рассеянный склероз; декомпенсированный сахарный диабет, алкоголизм, 

наркотическая зависимость, злоупотребление психоактивными веществами в 

анамнезе, почечная недостаточность, тяжелая печеночная недостаточность или 

аномальные значения лабораторных показателей на скрининге, тяжелые сердечно-

сосудистые или церебро-сосудистые заболевания в анамнезе, системное 

инфекционное заболевание, неконтролируемая артериальная гипертензия с 

высокими показателями артериального давления выше 220/110 мм рт. ст.. Кроме 

того, в исследование не включались женщины с сохраненным потенциалом 
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деторождения; лица с известной гиперчувствительностью к любому из 

компонентов препарата; а также лица, принимавшие участие в исследовании 

любого экспериментального или зарегистрированного лекарственного препарата, 

изделия медицинского назначения или биологического агента в течение 1 месяца 

до момента включения.  

Оценка эффективности 

Первичной конечной точкой эффективности была выбрана доля пациентов, 

ответивших на проводимую терапию. Ответом на терапию считается улучшение 

функционального состояния, когнитивных функций и неврологического статуса 

пациентов: как минимум двукратное снижение общего счета по шкале тяжести 

инсульта NIHSS, общий счет по шкале Бартел ≥ 95, общий счет по шкале MoCA ≥ 

26.  

Оценка безопасности.  

Безопасность терапии оценивалась по частоте нежелательных явлений (НЯ); 

динамике жизненно важных показателей; динамике лабораторных параметров; 

ЭКГ в 12 отведениях и данным физикального осмотра. 

План исследования  

Пациенты, прошедшие стадию скрининга и подписавшие информированное 

согласие, были рандомизированы в три группы по 44 пациента и получали 

Дирекорд внутримышечно по 200 мг (2 мл) 2 раза в день в течение 14 дней (группа 

1); Дирекорд внутримышечно по 200 мг (2 мл) 3 раза в день в течение 14 дней 

(группа 2); или Плацебо внутримышечно по 200 мг (2 мл) 3 раза в день в течение 

14 дней (группа 3). Чтобы соблюсти маскировку, пациенты группы 1 

дополнительно получали одну инъекцию плацебо в день. План исследования 

представлен на Рисунке В1. 
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Рисунок В1 - План исследования. 
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Статистический анализ  

Выборочные параметры, приводимые в таблицах, имеют следующие 

обозначения: М – среднее, s – стандартное отклонение, n – объем анализируемой 

подгруппы, р – достигнутый уровень значимости. Критерии Шапиро-Уилка либо 

Колмогорова-Смирнова применялись для выбора параметрических или 

непараметрических методов анализа. При оценке эффективности терапии 

первичная точка анализировались с помощью точного критерия Фишера на основе 

статистической гипотезы, что терапия с применением исследуемого препарата не 

превосходит по эффективности терапию плацебо. Показатели безопасности, а 

также их изменения представлены с помощью описательной статистики по визитам 

и терапевтическим группам. Сравнение по визитам между группами проводилось 

на основе критерия χ2 Пирсона или точного критерия Фишера. Средние значения 

количественных показателей безопасности (жизненные показатели, результаты 

общего и биохимического анализа крови), а также их средние изменения по 

сравнению с исходными значениями сравнивались между группами с помощью 

однофакторного анализа ANOVA с терапией в качестве фактора. Динамика 

количественных показателей безопасности относительно исходных значений 

оценивалась и сравнивалась для препарата исследования и плацебо с помощью 

дисперсионного анализа ANOVA с повторяющимися измерениями. Критический 

уровень значимости принимался равным 5%. Статистический анализ проводился 

при помощи статистического пакета R 3.4.    

Результаты  

Исходные демографические и антропометрические характеристики 

пациентов суммированы в Таблице В1. Критерий χ2 не выявил статистически 

значимых различий между группами по распределению мужчин и женщин (p>0,05). 

Дисперсионный анализ  ANOVA с терапией в качестве фактора не выявил 

статистически значимых различий между терапевтическими группами (p>0,05) ни 

по одному из следующих показателей: возраст, масса тела, рост и индекс массы тела 
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(ИМТ). Сопутствующую терапию получали 100% пациентов во всех трех 

терапевтических группах. 

Таблица В1 - Исходные характеристики пациентов. 

Показатель 

Группы 

Дирекорд 

2x200 

Дирекорд 

3x200 
Плацебо 

Женщины / мужчины 26 / 18 20 / 14 18 / 26 

Возраст, годы (M ± s) 66,52 ± 7,12 62,82 ± 8,27 63,70 ± 8,32 

Масса тела, кг (M ± s) 76,90 ± 11,11 77,99 ± 10,12 78,84 ± 12,38 

Рост, м (M ± s) 1,65 ± 0,07  1,70 ± 0,07 1,69 ± 0,06 

Индекс массы тела, кг/м2 (M ± s) 28,16 ± 4,24 27,14 ± 3,99 27,60 ± 4,37 

Анализ первичной конечной точки эффективности осуществлялся сразу после 

окончания терапии (визит 3) и через 2 недели после ее окончания (визит 4). На 

визите 3 ни один пациент ни в одной из исследуемых групп не ответил на терапию, 

исходя из заданных критериев ответа. Однако, на визите 4 было зафиксировано, что 

в группе 1 (Дирекорд 2x200 мг/сутки) на терапию ответили 15 (34,1%) пациентов, 

в группе 2 (Дирекорд 3x200 мг/сутки) – 19 (43,2%), и в группе 3 (Плацебо) – 8 

(18,2%) пациентов (Рисунок В2; Таблица В2).  

Точный критерий Фишера выявил статистически значимое отличие между 

группами (p=0,036). Таким образом, отвергается нулевая гипотеза о том, что 

Дирекорд не превосходит по эффективности плацебо в лечении пациентов с 

ишемическим инсультом в раннем восстановительном периоде. 

Таблица В2 - Распределение пациентов, ответивших на терапию, на визите 4. 

Показатель Результат 

Группы 

Дирекорд  

2x200 мг/сутки 

Дирекорд  

3x200 мг/сутки 
Плацебо 

n % n % n % 

Пациент ответил на 

проводимую 

терапию 

Нет 29 65,9 25 56,8 36 81,8 

Да 15 34,1 19 43,2 8 18,2 
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Рисунок В2 - Процент пациентов, ответивших на терапию на визите 4. 

Наибольшее количество пациентов, ответивших на терапию, было выявлено в 

группе тех, кто получал Дирекорд в дозе 600 мг/сутки, на 25% больше, чем в группе 

пациентов, получавших плацебо. Данный результат позволяет утверждать, что 

препарат Дирекорд статистически и клинически значимо превосходит плацебо при 

лечении ишемического инсульта в каротидной системе в раннем 

восстановительном периоде. 

В исследовании было отмечено 6 НЯ у 6 (13.6%) пациентов в группе 1 

(Дирекорд 2x200 мг/сутки),  3 НЯ  у 3 (6.8%) пациентов в группе 2 (Дирекорд 3x200 

мг/сутки) и 5 НЯ у 5 (11,4%) пациентов в группе плацебо. Статистически значимой 

разницы между группами не выявлено (p=0,682, точный критерий Фишера). Все 

нежелательные явления, возникшие у пациентов в ходе исследования, были легкой 

степени тяжести и завершились к моменту окончания исследования. Ни одно из НЯ 

не потребовало отмены исследуемых препаратов или изменения режима терапии. 

В группе 1 были зарегистрированы следующие НЯ: боль в животе – 2 (4,5%), 

гипертонический криз – 2 (4,5%), ОРВИ – 1 (2,3%), острый ринит – 1 (2,3%). В 

группе 2 были зарегистрированы следующие НЯ: анемия – 1 (2,3%), головная боль 

– 2 (4,5%). В группе 3 были зарегистрированы следующие НЯ: боль при введении 

препарата – 1 (2,3%), головная боль –  1 (2,3%), головокружение–  1 (2,3%), острый 

ринит – 1 (2,3%), повышение артериального давления – 1 (2,3%).    
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Случаев смерти в ходе исследования не было.  

Серьезных нежелательных явлений в ходе исследования не было. 

Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с терапией в качестве 

фактора не выявил статистически значимых различий средних изменений 

показателей  как общего анализа крови, так и биохимического анализа крови между 

группами (p>0,05).  

Точный критерий Фишера показал, что распределение оценок 

норма/отклонения для значений показателей общего анализа крови и анализа мочи 

по визитам не отличалось статистически значимо между группами (p>0,05).  

Дисперсионный анализ ANOVA показал статистически значимое снижение 

средних значений систолического (p<0,001) и диастолического (p<0,001) 

артериального давления в ходе исследования, сходное для всех трех 

терапевтических групп (p>0,05). Для показателя частота сердечных сокращений 

(ЧСС) дисперсионный анализ ANOVA не показал статистически значимых отличий 

между группами (p>0,05). Для показателя температура тела дисперсионный анализ 

ANOVA показал наличие статистически значимой динамики (повышение) средних 

значений (p=0,004), сходной во всех трех терапевтических группах (p>0,05). 

Распределение оценок норма/незначимые/значимые изменения результатов 

ЭКГ в 12 отведениях анализировалось при помощи точного критерия Фишера. Ни 

на одном из визитов не выявлено статистически значимых различий в 

распределении оценок между группами (p>0,05).  

Распределение оценок норма/отклонения результатов физикального осмотра 

анализировалось при помощи точного критерия Фишера. Ни для одной из систем 

не выявлено статистически значимых различий в распределении оценок между 

группами в ходе исследования (p>0,05). 

 Проведенный комплексный анализ позволяет сделать вывод о том, что 

профиль безопасности исследуемого препарата при использовании в различных 

режимах терапии не отличается от такового для плацебо. 

 



 

240 
 

Выводы 

1. Результаты рандомизированного, двойного слепого, плацебо-

контролируемого, с параллельными группами, проспективного исследования II 

фазы по подбору оптимальной дозировки и изучению эффективности, 

безопасности и переносимости лекарственного препарата Дирекорд, действующее 

вещество дихолинсукцинат, позволяют утверждать, что препарат статистически и 

клинически значимо превосходит плацебо при двухнедельной внутримышечной 

терапии в дозе 600 мг/сутки у пациентов с ишемическим инсультом в каротидной 

системе в раннем восстановительном периоде. 

2. Профиль безопасности препарата Дирекорд при использовании в различных 

режимах терапии не отличается от такового для плацебо. 

3. Предполагается, что исследование III фазы с  достаточной статистической 

мощностью позволит подтвердить полученные в данном исследовании 

предварительные результаты. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г 

(справочное) 

Клиническое исследование III фазы лекарственного препарата 

Дирекорд, действующее вещество дихолинсукцинат, у пациентов с 

ишемическим инсультом в раннем восстановительном периоде  

Введение   

Дирекорд – оригинальный препарат, содержащий в качестве действующего 

вещества дихолинсукцинат, 100 мг/мл. Дихолинсукцинат – нейрональный инсулин-

сенситайзер, повышающий чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах 

к низким субоптимальным концентрациям инсулина.  

Ишемический инсульт сопровождается постинсультной инсулиновой 

резистентностью – сниженным биологическим ответом на эндогенный инсулин. 

Статистически значимая положительная корреляция между индексом инсулиновой 

резистентности HOMA-IR и значениями шкалы тяжести инсульта NIHSS 

наблюдалась у пациентов без диабета, перенесших ишемический инсульт, причем 

пациенты с особо высокими значениями HOMA-IR (четвертый квартиль в 

исследуемой популяции) имели риск неблагоприятного клинического исхода на 

429% выше, чем с низкими значениями HOMA-IR  (первый квартиль) [7]. В трех 

исследованиях с общим числом участников 6341 пациенты с высокими значениями 

HOMA-IR в остром постинсультном периоде имели трудности с реабилитацией, 

повышенный риск неблагоприятного функционального исхода в будущем (3 мес. и 

7 лет), а также повышенный риск повторного инсульта и смерти в течение года [8, 

9, 10]. Поэтому разработка средств, улучшающих чувствительность к инсулину в 

постинсультном периоде, является новым обоснованным подходом к лечению 

ишемического инсульта.  

Результаты второй фазы клинических исследований показали эффективность 

и безопасность препарата Дирекорд в улучшении неврологических и 
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функциональных показателей у пациентов с ишемическим инсультом в раннем 

восстановительном периоде.  

Цель исследования – подтвердить превосходящую эффективность, а также 

безопасность препарата Дирекорд в сравнении с плацебо.   

Проведение исследования 

Многоцентровое рандомизированное, двойное слепое, плацебо-

контролируемое исследование эффективности и безопасности препарата Дирекорд 

в параллельных группах c вводным периодом, периодом рандомизированного 

лечения и продолженного наблюдения проведено с 19.02.2022 по 05.12.2022 г. в 

двух клинических центрах, одобренных Минздравом РФ: государственном 

бюджетном учреждении здравоохранения Ярославской области «Клиническая 

больница №2» (ГБУЗ ЯО «КБ № 2») г. Ярославль и государственном бюджетном 

учреждении здравоохранения Ленинградской области «Всеволожская клиническая 

межрайонная больница» (ГБУЗ ЛО «Всеволожская КМБ») Клиническое 

исследование III фазы проводили в соответствии с утвержденным протоколом и 

этическими принципами Хельсинкской Декларации Всемирной Медицинской 

Ассоциации, международными принципами Надлежащей Клинической Практики 

(ICH GCP), и регламентировалось действующим законодательством РФ: 

Конституция РФ; Федеральный закон от 21.11.2011 г. № 323-ФЗ "Об основах 

охраны здоровья граждан в Российской Федерации"; Федеральный закон от 

12.04.2010 г. № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств»; Национальный 

стандарт Российской Федерации ГОСТ Р 52379-2005 «Надлежащая клиническая 

практика» от 27.09.2005 г. N 232-ст); Постановление Правительства РФ от 

13.09.2010 г. № 714 «Об утверждении типовых правил обязательного страхования 

жизни и здоровья пациента, участвующего в клинических исследованиях 

лекарственного препарата»; Приказ МЗ РФ от 01.04.2016 № 200н «Об утверждении 

правил надлежащей клинической практики»; Приказ Росздравнадзора № 1071 от 

15.02.2017 г. «Об утверждении порядка осуществления фармаконадзора»; Приказ 

Минпромторга РФ от 14.06.2013 N 916 (ред. от 18.12.2015) "Об утверждении 



 

243 
 

Правил надлежащей производственной практики"; Правила регистрации и 

экспертизы лекарственных средств для медицинского применения (Решение ЕАЭС 

от 03.11.2016 г. № 78); Правила надлежащей клинической практики ЕАЭС (Решение 

ЕАЭС от 03.11.2016 г. № 79); Решение ЕАЭС №87 об утверждении правил 

фармаконадзора; Постановление Правительства РФ от 18.05.2011 N 393 "О 

внесении изменений в Типовые правила обязательного страхования жизни и 

здоровья пациента, участвующего в клинических исследованиях лекарственного 

препарата"; Разрешение № 290 от 09.06.2021 г. на проведение клинического 

исследования, выданное Минздравом РФ. Протокол исследования, Брошюра 

исследователя, Информационный листок пациента с формой информированного 

согласия на участие в исследовании и образец Индивидуальной регистрационной 

карты были одобрены Советом по этике и локальными этическими комитетами 

медицинских организаций. Всем добровольцам в ходе разъяснительной беседы и в 

письменной форме была предоставлена исчерпывающая информация, касающаяся 

всех аспектов проводимого исследования.  

 Критерии отбора 

В исследовании участвовали 160 пациентов, мужчины и женщины в возрасте 

от 45 до 80 лет включительно, после первого ишемического инсульта в каротидной 

системе, подтвержденного компьютерной или магнитно-резонансной томографией, 

с давностью инсульта не менее 3 недель и не более 2 месяцев от момента появления 

неврологической симптоматики, с оценкой по шкале тяжести инсульта NIHSS от 3 

до 8 баллов включительно, оценкой по шкале когнитивных функций MoCA менее 

24 баллов, при наличии письменного информированного согласия, подписанного 

пациентом или его законным представителем, а также готовые и способные к 

заполнению необходимых шкал и выполнению графика посещений. Критериями 

невключения были геморрагический инсульт, тотальная афазия, наличие 

возникших до инсульта сопутствующих заболеваний, таких как значимое 

ограничение двигательной активности, психические заболевания, деменция; 

неврологические заболевания, такие как, эпилепсия, болезнь Паркинсона, 
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рассеянный склероз; декомпенсированный сахарный диабет, алкоголизм, 

наркотическая зависимость, злоупотребление психоактивными веществами в 

анамнезе, почечная недостаточность, тяжелая печеночная недостаточность или 

аномальные значения лабораторных показателей на скрининге, тяжелые сердечно-

сосудистые или церебро-сосудистые заболевания в анамнезе, системное 

инфекционное заболевание, неконтролируемая артериальная гипертензия с 

высокими показателями артериального давления (АД выше 220/110 мм рт. ст.). 

Кроме того в исследование не включались женщины с сохраненным потенциалом 

деторождения; лица с известной гиперчувствительностью к любому из 

компонентов препарата; лица постоянно принимавшие ноотропные, 

метаболические и другие антиоксидантные лекарственные средства или 

биологически активные добавки в течение 30 дней до включения в исследование; 

лица принимавшие участие в исследовании любого экспериментального или 

зарегистрированного лекарственного препарата, изделия медицинского назначения 

или биологического агента в течение 1 месяца до момента включения. Критериями 

исключения из исследования были отзыв согласия на лечение исследуемыми 

препаратами; регистрация обстоятельств, описанных как критерии невключения; 

серьезное отклонение от протокола; серьезные нежелательные явления или 

сопутствующие заболевания, которые требуют прекращения исследования; 

несоблюдение инструкций, данных исследователем, если это вызывает риск для 

пациента. 

План исследования 

Пациенты, прошедшие стадию скрининга и подписавшие информированное 

согласие, были рандомизированы в две группы по 80 пациентов и получали 

Дирекорд внутримышечно по 200 мг (2 мл) 3 раза в день или плацебо 

внутримышечно по 200 мг (2 мл) 3 раза в день в течение 14 дней (Рисунок Г1). 
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Рисунок Г1 - План исследования. 
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Исследуемый препарат 

В исследовании использован оригинальный препарат Дирекорд производства 

ООО «Эллара» (Россия), раствор для внутримышечного введения, действующее 

вещество дихолинсукцинат, 100 мг/мл. Химическое наименование: N-(2-

гидроксиэтил)-N, N, N – триметиламмония сукцинат (2:1). 

Оценка безопасности  

Безопасность терапии оценивалась по частоте нежелательных явлений (НЯ); 

динамике жизненно важных показателей; динамике лабораторных параметров; 

ЭКГ; по результатам физикального обследования и по частоте прекращения 

терапии. 

Оценка эффективности.  

Первичной конечной точкой была выбрана доля пациентов, ответивших на 

проводимую терапию на визите 4. Ответом на терапию считается улучшение 

функционального состояния, когнитивных функций и неврологического статуса 

пациентов: как минимум двукратное снижение общего счета по шкале тяжести 

инсульта NIHSS, общий счет по шкале Бартел ≥ 95, общий счет по шкале MoCA ≥ 

26.  

Вторичные конечные точки включали оценку динамики неврологического 

дефицита по шкале NIHSS (визиты 3, 4 и 5); оценку динамика нарушения 

жизнедеятельности по шкале Рэнкина (визиты 3, 4 и 5); оценку уровня социальной 

адаптации и качества жизни пациента по индексу функциональной активности 

Бартел (визиты 3, 4 и 5); оценку краткой Монреальской шкалы когнитивных 

функций (MoCA) (визиты 4 и 5); оценку исследователем по шкале общего 

клинического впечатления CGI-I (Clinical Global Impression – Improvement scale), 

(визиты 3, 4 и 5); оценку пациентом по шкале общего клинического впечатления 

пациента PGI-I (Patient Global Impression of Improvement) (визиты 3, 4 и 5). 
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Статистический анализ  

Выборочные параметры, приводимые в таблицах, имеют следующие 

обозначения: М – среднее, s – стандартное отклонение, n – объем анализируемой 

подгруппы, р – достигнутый уровень значимости. Критерий Шапиро-Уилка либо 

Колмогорова- Смирнова применялись для выбора параметрических или 

непараметрических методов анализа. При оценке эффективности терапии 

первичная точка анализировались на основе статистической гипотезы, что терапия 

с применением исследуемого препарата не превосходит по эффективности терапию 

плацебо с помощью точного критерия Фишера. Сравнение по визитам между 

группами проводилось на основе критерия χ2 Пирсона или точного критерия 

Фишера. Результаты всех вторичных показателей анализировались с помощью 

дисперсионного анализа ANOVA с повторяющимися измерениями с 

апостериорным тестом по методу Холма для множественных сравнений между 

группами. Критический уровень значимости принимался равным 5%. 

Статистический анализ проводился при помощи статистического пакета R 3.4. 

Результаты 

Исходные характеристики пациентов суммированы в Таблице Г1.  

Таблица Г1 - Исходные характеристики пациентов. 

Показатель 
Группы 

Дирекорд Плацебо 

Женщины / мужчины 28 / 52 34 / 46 

Возраст, годы (M ± s) 64,20 ± 8,56 62,29 ± 8,31 

Масса тела, кг (M ± s) 79,61 ± 11,21 80,97 ± 10,85 

Рост, м (M ± s) 1,71 ± 0,08  1,71 ± 0,08 

Индекс массы тела, кг/м2 (M ± s) 27,08 ± 3,16 27,68 ± 3,72 

Критерий χ2 не выявил статистически значимых различий между группами по 

распределению мужчин и женщин (p>0,05). Дисперсионный анализ  ANOVA не 

выявил статистически значимых различий между терапевтическими группами 

(p>0,05) ни по одному из следующих показателей: возраст, масса тела, рост и 

индекс массы тела (ИМТ). Сопутствующую терапию получали 80 (100%) 

пациентов группы исследуемого препарата и 80 (100%) пациентов группы 
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препарата сравнения. После сбора анамнеза перенесённых и настоящих 

заболеваний пациента ни для одной из систем органов не зарегистрировано 

статистически значимых различий между группами с помощью точного критерия 

Фишера (p>0,05). 

Анализ первичной конечной точки эффективности показал, что в группе 

исследуемого препарата на терапию ответили 19 (23,7%) пациентов, а в группе 

плацебо 7 (8,7%) пациентов (Рисунок Г2; Таблица Г2).  

 

Рисунок Г2 - Процент пациентов, ответивших на терапию.  

Однократное сравнение долей пациентов, ответивших на терапию, для двух 

групп с помощью точного критерия Фишера выявило статистически значимые 

различия (p = 0,017). Таким образом, отвергается нулевая гипотеза о том, что 

терапия с применением исследуемого препарата не превосходит по эффективности 

терапию плацебо. 

Таблица Г2 - Распределение долей пациентов, ответивших на проводимую терапию 

препаратом Дирекорд. 

Показатель Результат 

Группы 

Дирекорд Плацебо 

n % n % 

Пациент ответил на проводимую 

терапию 

Нет 61 76,3% 73 91,3% 

Да 19 23,7% 7 8,7% 

При анализе вторичных конечных точек эффективности двусторонний 

дисперсионный анализ ANOVA с повторяющимися измерениями выявил 



 

249 
 

статистически значимое снижение средних значений оценок по шкале NIHSS от 

визита к визиту (F = 99,50; p <0,0001) при статистически значимом большем 

снижении в группе исследуемого препарата (p = 0,004) по сравнению с плацебо. 

Среднее снижение оценок по шкале NIHSS к концу терапии составило -2.45 ± 1.42 

и -1,60 ± 1.32 балла в группе исследуемого препарата и группе плацебо, 

соответственно (Рисунок Г3). 

 

Рисунок Г3 - Оценки по шкалам A) NIHSS, B) Рэнкина, C) Бартел и D) MoCA по 

визитам и терапевтическим группам. Результаты представлены как M ± s; ns – p 

>0,05; ** – p <0,01; *** – p <0,001 по сравнению с Плацебо.   

Двусторонний дисперсионный анализ ANOVA с повторяющимися 

измерениями выявил статистически значимое снижение оценок по шкале Рэнкина 

от визита к визиту (F = 58,04; p <0,0001) и статистически значимое большее 

снижение в группе исследуемого препарата (p = 0,0357) по сравнению с плацебо. 
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Среднее снижение оценок по шкале Рэнкина к концу терапии составило -0,99 ± 0,81 

и -0,66 ± 0,84 балла в группе исследуемого препарата и группе плацебо, 

соответственно. Двусторонний дисперсионный анализ ANOVA с повторяющимися 

измерениями выявил статистически значимое увеличение оценок индекса Бартел 

от визита к визиту (F = 27,33; p <0,0001) и тренд к большему повышению значений 

индекса в группе исследуемого препарата (p = 0,077) по сравнению с плацебо. 

Среднее повышение оценок по шкале Бартел к концу терапии составило 9,94 ± 

11,69 и 5,31 ± 9,26 балла в группе исследуемого препарата и группе плацебо, 

соответственно. Двусторонний дисперсионный анализ ANOVA с повторяющимися 

измерениями выявил статистически значимое увеличение оценок по шкале MoCA 

от визита к визиту (F = 210,52; p <0,0001), но не выявил различий между группами 

по фактору терапии (p = 0,974). Среднее повышение оценок к концу терапии 

составило 6,36 ± 2,78 и  6,24 ± 2,79 балла в группе исследуемого препарата и группе 

плацебо, соответственно.  

Таблица Г3 показывает распределение оценок исследователем (CGI-I) и 

пациентами (PGI-I) по шкале общего клинического впечатления.  

Таблица Г3 - Распределение оценок исследователем (CGI-I) и пациентами (PGI-I) 

по шкале общего клинического впечатления по визитам и терапевтическим 

группам. 

Группа Результат 
Визит 3 Визит 4 Визит 5 

CGI-I PGI-I CGI-I PGI-I CGI-I PGI-I 

Дирекорд 

Выраженное 

улучшение 
19 20 34 34 36 35 

Умеренное улучшение 37 31 32 28 20 20 

Легкое улучшение 21 27 12 14 18 17 

Нет изменений 3 2 2 4 6 8 

Легкое ухудшение 0 0 0 0 0 0 

Умеренное ухудшение 0 0 0 0 0 0 

Выраженное 

ухудшение 
0 0 0 0 0 0 

Плацебо 

Выраженное 

улучшение 
7 8 8 12 13 18 

Умеренное улучшение 23 18 30 24 31 23 

Легкое улучшение 28 27 27 20 22 18 
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Нет изменений 22 27 15 24 14 21 

Легкое ухудшение 0 0 0 0 0 0 

Умеренное ухудшение 0 0 0 0 0 0 

Выраженное 

ухудшение 
0 0 0 0 0 0 

р (между группами) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,009 

Точный критерий Фишера выявил статистически значимое отличие между 

группами по распределению оценок как исследователем (CGI-I), так и пациентами 

(PGI-I) на каждом из визитов по соответствующим шкалам общего клинического 

впечатления.  

Всего в исследовании было отмечено 3 НЯ у 3 (3.75%) пациентов в группе 

исследуемого препарата 6 НЯ у 6 (7.5%) пациентов в группе плацебо (Таблица Д4). 

Анализ с использованием точного критерия Фишера не выявил статистически 

значимой разницы между группами (p = 0,495). Случаев смерти зарегистрировано 

не было. 

Таблица Г4 - Число и доля пациентов с НЯ в терапевтических группах. 

НЯ 

Группы 

Дирекорд Плацебо Всего 

n % n % n % 

Нет 77 96,25 74 92,50 151 94,37 

Есть 3 3,75 6 7,50 9 5,63 

В группе исследуемого препарата были зарегистрированы следующие НЯ: 

местная реакция – 1 (1,25%), острое респираторное заболевание – 1 (1,25%) и 

цефалгия – 1 (1,25%). В группе плацебо были зарегистрированы следующие НЯ: 

боль в левом плечевом суставе – 1 (1,25%), головокружение – 1 (1,25%), местная 

реакция – 1 (1,25%), нарушение сна – 1 (1,25%), ОРВИ – 1 (1,25%) и цефалгия – 1 

(1,25%). 

Анализ лабораторных показателей не выявил различий между 

терапевтическими группами. Средние изменения показателей общего анализа 

крови и биохимического анализа крови за 14 и 30 дней исследования анализировали 

однофакторным дисперсионным анализом ANOVA с терапией в качестве фактора. 

Анализ не выявил статистически значимых различий между группами (p >0,05). 
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Точный критерий Фишера показал, что распределение оценок норма/отклонения 

для значений показателей анализа мочи по визитам не отличалось статистически 

значимо между группами (p >0,05). 

Анализ жизненных показателей не выявил различий между терапевтическими 

группами. Двусторонний дисперсионный анализ ANOVA с повторяющимися 

измерениями выявил статистически значимое снижение систолического (p <0,0001) 

и диастолического давления в ходе исследования (p=0,001), но не различия между 

группами по фактору терапии (p >0,05). ANOVA не выявил статистически значимых 

изменений частоты сердечных сокращений (ЧСС) в ходе исследования (p >0,05) и 

значимых отличий между группами (p >0,05). Точный критерий Фишера не выявил 

ни на одном из визитов значимых различий в распределении оценок 

норма/незначимые изменения результатов ЭКГ в 12 отведениях между группами (p 

>0,05).   

Распределение оценок норма/незначимые изменения/значимые изменения по 

результатам физикального осмотра и неврологического обследования 

анализировалось при помощи точного критерия Фишера. Анализ выявил 

статистически значимое отличие между группами только на визите 3 (p=0,022), 

когда в группе препарата на 10% увеличилось число пациентов с оценкой норма 

против 1,25% в группе плацебо, но не остальных визитах (p >0.05). 

Обсуждение  

Временные периоды после возникновения ишемического инсульта включают 

острейший, острый, ранний восстановительный и поздний восстановительный 

периоды. Гибель вещества мозга в острейшей фазе происходит в первые часы после 

инсульта из-за начальной потери кровотока и массового выброса глутамата в 

эксайтотоксических концентрациях. Глутамат вызывает гиперактивацию 

ионотропных NMDA рецепторов, что ведет к массовому и необратимому входу 

ионов Ca2+ в нейрон, так называемой кальциевой дерегуляции, за чем следует 

деполяризация митохондрий, нарушение синтеза аденозинтрифосфата (АТФ), 

окислительный стресс и, в результате, прогрессирующая гибель нейронов [204]. 
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Глутаматная эксайтотоксичность вызывает острую нейрональную инсулиновую 

резистентность, снижая активность инсулиновых рецепторов и нижележащих 

киназ каскада инсулиновой сигнализации, таких как Akt, mTOR и GSK-3β (см. главу 

3). Постинсультная инсулиновая резистентность снижает способность мозга к 

восстановлению, что предопределяет плохой неврологический и функциональный 

клинический результат в будущем [7, 8, 9, 10]. Поэтому использование препарата 

Дирекорд, содержащего нейрональный инсулин-сенситайзер дихолинсукцинат в 

качестве действующего вещества, в лечении ишемического инсульта является 

обоснованным с точки зрения текущих представлений о молекулярных механизмах 

инсульта в восстановительном периоде.     

Выбор периода от 3-х недель до 2-х месяцев после инсульта для исследования 

эффективности препарата Дирекорд обусловлен тем, что этот период совпадает с 

периодом максимальной спонтанной нейропластичности мозга после инсульта, 

когда происходит самопроизвольное восстановление функций мозга через 

реорганизацию нейрональных сетей и усиление процессов нейрогенеза и 

синаптогенеза, и именно в этот период можно достичь максимального 

восстановления функций. По окончании этого 3-месячного периода мозг в 

основном теряет способность к самопроизвольному восстановлению, и 

реабилитация пациентов требует огромных усилий [230].     

В настоящем исследовании III фазы было показано, что препарат Дирекорд, 

содержащий нейрональный инсулин-сенситайзер дихолинсукцинат в качестве 

действующего вещества, эффективен для лечения ишемического инсульта в раннем 

восстановительном периоде. При внутримышечном введении в дозе 600 мг в сутки 

препарат статистически значимо снижал неврологический дефицит по шкале 

NIHSS, снижал нарушения жизнедеятельности по шкале Рэнкина, повышал 

уровень социальной адаптации и качества жизни пациента по индексу 

функциональной активности Бартел. Препарат также существенно повышал 

когнитивные функции по шкале MoCA, но уровня статистически значимого 

отличия от плацебо достигнуто не было из-за быстрого прогресса этого показателя 
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в обеих группах в раннем восстановительном периоде. Дирекорд статистически 

значимо превосходил плацебо по шкале общего клинического впечатления 

пациента (PGI-I) и исследователя (CGI-I).   

  Исследуемый препарат имеет высокий профиль безопасности при лечении 

ишемического инсульта в раннем восстановительном периоде. В ходе исследования 

было отмечено 9 НЯ, из них 3 НЯ (3.75%) в группе исследуемого препарата и 6 НЯ 

(7.5%) в группе плацебо при отсутствии статистически значимой разницы между 

группами. Все нежелательные явления, возникшие у пациентов в ходе 

исследования, были легкой степени тяжести и завершились к моменту окончания 

исследования. Ни одно из НЯ не потребовало отмены исследуемых препаратов или 

изменения режима терапии. Случаев смерти зарегистрировано не было. Анализ 

лабораторных показателей и жизненных показателей не выявил различий между 

терапевтическими группами.  

Ранее, эффективность инсулин-сенситайзеров метформина и пиоглитазона 

была продемонстрирована в профилактике ишемического инсульта. Большое 

клиническое исследование (n=1919) показало, что применение метформина до 

инсульта снижало тяжесть инсульта при поступлении по шкале NIHSS, нарушение 

жизнедеятельности по шкале Рэнкина и снижало смертность пациентов по 

сравнению с контролем [283]. Мета-анализ 2017 г. показал, что в популяции, 

включавшей пациентов с инсулиновой резистентностью, пре-диабетом и диабетом 

2 типа (n=4980) применение пиоглитазона значимо снижало риск повторного 

инсульта [287]. Пиоглитазон снижал риск повторного инсульта у пациентов с пре-

диабетом  (n=2885) [288], а также снижал риск транзиторной ишемической атаки и 

повторного инсульта у пациентов без диабета (n=3876) с выраженной инсулиновой 

резистентностью и историей ишемического инсульта [289]. Однако, эффективность 

антидиабетических препаратов в лечении ишемического инсульта не была показана 

в рандомизированных клинических испытаниях.  

В целом, настоящее исследование показывает, что применение нейрональных 

инсулин-сенситайзеров, в частности дихолинсукцината, в раннем 
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восстановительном периоде может стать новым перспективным подходом к 

улучшению неврологических и функциональных показателей у пациентов, 

перенесших ишемический инсульт.  

Выводы  

1. Результаты многоцентрового рандомизированного двойного слепого, 

плацебо-контролируемого в параллельных группах исследования III фазы 

эффективности и безопасности лекарственного препарата Дирекорд, действующее 

вещество дихолинсукцинат, позволяют утверждать, что препарат статистически и 

клинически значимо превосходит плацебо при двухнедельной внутримышечной 

терапии в дозе 600 мг/сутки у пациентов с ишемическим инсультом в каротидной 

системе в раннем восстановительном периоде.  

2. Профиль безопасности препарата Дирекорд при двухнедельной 

внутримышечной терапии в дозе 600 мг/сутки у пациентов с ишемическим 

инсультом в каротидной системе в раннем восстановительном периоде не 

отличается статистически значимо от такового для плацебо. 

 

 

 

 

 

 


