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© 2022 г.   И. О. Захарова1,*, Л. В. Баюнова1, К. В. Деркач1,
И. О. Илясов1, И. Ю. Морина1, А. О. Шпаков1, Н. Ф. Аврова1

1 Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова Российской академии наук,
Санкт-Петербург, Россия
*e-mail: zakhar@iephb.ru

Поступила в редакцию 09.08.2022 г.
После доработки 15.09.2022 г.

Принята к публикации 16.09.2022 г.

Инсулиновая сигнальная система в гипоталамических нейронах играет важную роль в центральной ре-
гуляции метаболизма глюкозы, пищевого поведения и чувствительности тканей к инсулину. Сниже-
ние содержания инсулина в мозге при метаболических расстройствах, в том числе при диабете, являет-
ся причиной низкой активности ключевых протеинкиназ, регулируемых через инсулиновую систему.
Недостаток гормона в мозге может быть компенсирован за счет интраназально вводимого инсулина,
который доставляется непосредственно в мозг. Его эффективность может быть повышена посредством
совместного использования с веществами, усиливающими действие инсулина в мозге, к числу которых
принадлежат сложные гликосфинголипиды ганглиозиды. Целью работы было изучить влияние раз-
дельного и совместного интраназального введения инсулина (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ганглиозидов
(6 мг/кг/сутки) крысам линии Wistar с экспериментальным сахарным диабетом 2-го типа (СД2) на ак-
тивность ключевых компонентов инсулинового сигналинга (Akt, GSK-3β, ERK1/2, p70S6K и AMPK) в
гипоталамусе, а также на экспрессию генов (GLUT2, FASN, PCK, G6PC и FBP), ответственных за мета-
болизм глюкозы в печени. Впервые установлено, что совместные интраназальные введения инсулина
и ганглиозидов крысам с СД2 приводят к восстановлению толерантности к глюкозе, улучшению чув-
ствительности тканей к инсулину, усилению обменных процессов и подавлению глюконеогенеза в ге-
патоцитах печени. Это происходит во многом благодаря центральному синхронизированному влия-
нию инсулина и ганглиозидов на функциональную активность ключевых белков инсулинового сигна-
линга (GSK3β, p70S6K, ERK1/2, AMPK) в гипоталамусе, а также вследствие восстановления
экспрессии BDNF и снижения мРНК воспалительного цитокина IL-1β в гипоталамических нейронах.
Таким образом, совместное интраназальное введение инсулина и ганглиозидов крысам с СД2 в значи-
тельной степени восстанавливает у них инсулиновый сигналинг в гипоталамусе и контроль глюконео-
генеза в печени, нарушенные в условиях диабетической патологии.
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Островки поджелудочной железы (островки
Лангерганса), играют важную роль в метаболизме
углеводов, поскольку в ответ на повышение уровня
глюкозы в крови в постпрандиальный период сек-
ретируют инсулин, что приводит к снижению кон-
центрации глюкозы вследствие инсулин-индуци-
руемой ее утилизации периферическими тканями
и подавления ее синтеза гепатоцитами [1]. В усло-
виях недостатка питательных веществ и умеренно
низкого уровня глюкозы в крови в клетках подже-
лудочной железы активированы пути, подавляю-
щие выделение инсулина и предотвращающие на-

растание гипогликемии. Долгое время патогенез
сахарного диабета связывали почти исключитель-
но с нарушением синтеза и секреции инсулина, а
также с развитием резистентности к инсулину пе-
риферических тканей, что и предопределяло воз-
можные пути лечения этого заболевания [2]. Не-
смотря на то что ряд исследователей указывали на
участие мозга в регуляции метаболизма глюкозы,
но до недавнего времени мозг рассматривался как
орган, выполняющий в регуляции глюкозного го-
меостаза вспомогательную роль. И только в по-
следние годы появилось достаточно доказательств
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в пользу исключительной важности взаимодей-
ствия между различными отделами мозга и остров-
ками поджелудочной железы в регуляции эффек-
тивности поглощения глюкозы периферическими
органами и тканями [3–5]. Это во многом обуслов-
лено тем, что мозг является одной из ключевых ми-
шеней инсулина, поскольку этот гормон проника-
ет в мозг через гематоэнцефалический барьер по-
средством рецептор-опосредованного транспорта
и в дальнейшем воздействует на его структуры [6–
8]. Определяющую роль в этом процессе играют
специализированные клетки танициты, выстилаю-
щие дно третьего желудочка [9]. Кроме того, во
всех структурах мозга имеются все основные ком-
поненты инсулинового сигналинга, включая инсу-
линовые рецепторы, белки-субстраты инсулино-
вого рецептора (IRS) и нижележащие эффектор-
ные звенья, включая фосфатидилинозитол-3-
киназу, Akt-киназу, протеинфосфотирозинфосфа-
тазу 1B (PTP1B), компоненты каскада митогенак-
тивируемых протеинкиназ. Инсулиновые рецепто-
ры присутствуют во всех отделах мозга, но наибо-
лее высокий уровень их экспрессии выявлен в
гипоталамусе, гиппокампе, стриатуме, коре и моз-
жечке [10–12]. Именно в этих структурах мозга
профиль экспрессии генов инсулинового рецепто-
ра в наибольшей мере меняется при повышении
уровня инсулина в кровотоке [13]. Для мышей, но-
каутных по инсулиновому рецептору в мозге, ха-
рактерны ожирение, дислипидемия, инсулиновая
резистентность на фоне высокого содержания ин-
сулина в крови, что свидетельствует о важности
инсулиновой сигнальной системы мозга в регуля-
ции обмена веществ [14]. В гипоталамусе наиболь-
шее значение для поддержания гомеостаза глюко-
зы имеют нейроны аркуатного, вентромедиального
и паравентрикулярного ядер, поскольку при инъ-
екциях инсулина или глюкозы в данные области
наблюдается одновременное снижение содержа-
ния глюкозы в крови и повышение чувствительно-
сти гепатоцитов к инсулину [15, 16]. Напротив, по-
давление экспрессии инсулинового рецептора в
гипоталамических нейронах вызывает нарушение
толерантности к глюкозе [17].

У людей без признаков гиперинсулинемии и
инсулиновой резистентности содержание инсули-
на в спинномозговой жидкости (СМЖ) положи-
тельно коррелирует с уровнем инсулина в крови
[18]. Однако при метаболических расстройствах,
сопровождающихся ожирением и гиперинсулине-
мией, отношение уровней инсулина в СМЖ и в
крови существенно снижается, причем это опреде-
ляется выраженностью метаболических наруше-
ний и связано с ослаблением рецептор-опосредо-
ванного транспорта гормона из крови в мозг вслед-
ствие развития инсулиновой резистентности [19–
22]. Показано, что следствием сниженного содер-
жания гормона в гипоталамусе является низкая ак-

тивность эффекторных протеинкиназ, как это про-
демонстрировано у животных с ожирением, вы-
званным высокожировой диетой (ВЖД), а также с
экспериментальными моделями сахарного диабета
2-го типа (СД2) [23–26]. Недостаток инсулина в
мозге, вызывающий нарушения в работе ключевых
сигнальных систем, может быть компенсирован за
счет интраназальных введений гормона, обеспечи-
вающих его доставку непосредственно в мозг, в том
числе к гипоталамическим нейронам, которые
имеют высокую плотность инсулиновых рецепто-
ров [27]. Длительные интраназальные введения
инсулина (ИВИ) способствуют частичной норма-
лизации метаболических показателей и восстанов-
лению функциональной активности сигнальных
систем как в мозге, так и на периферии при сахар-
ном диабете и метаболическом синдроме [28, 29].
Эндогенный синтез глюкозы в печени и, как след-
ствие, ее концентрация в крови, также снижаются
после интраназального введения инсулина здоро-
вым людям [30]. Однако этот эффект ослабевает
при метаболических расстройствах, в том числе
при сильно выраженном ожирении, что связывают
с метаболическими и гормональными нарушения-
ми [31]. Определенную роль в этом играет развитие
центральной инсулиновой резистентности, ослаб-
ляющей эффекты ИВИ на структуры мозга, ответ-
ственные на контроль глюконеогенеза, и перифе-
рической инсулиновой резистентности, препят-
ствующей влиянию циркулирующего в крови
инсулина на продукцию глюкозы гепатоцитами.
Перспективным подходом для усиления восста-
навливающего эффекта ИВИ на синтез глюкозы
гепатоцитами может быть повышение чувстви-
тельности мозга и периферических тканей к инсу-
лину с помощью метформина, тиазолидиндионов
(более известных как глитазоны), миметиков глю-
кагоноподобного пептида-1, ингибиторов PTP1B
[32, 33]. Однако применение этих препаратов тре-
бует системного введения и не гарантирует улуч-
шения действия ИВИ в центральной нервной си-
стеме (ЦНС).

Ранее нами было впервые показано, что слож-
ные гликосфинголипиды ганглиозиды, выделен-
ные из мозга теленка, способны увеличивать регу-
ляторные эффекты ИВИ при их совместном введе-
нии крысам с экспериментальным диабетом [34].
Эндогенные ганглиозиды являются важнейшими
функциональными компонентами плазматиче-
ских мембран нервных клеток у позвоночных и во-
влечены в регуляцию процессов роста, дифферен-
цировки, межклеточного взаимодействия, синап-
тогенеза и нейротрансмиссии [35, 36]. Они
обладают нейропротекторными и нейротрофиче-
скими свойствами, что позволяет использовать их
для лечения нейродегенеративных заболеваний
[37]. Ганглиозиды участвуют и в регуляции энерге-
тического обмена, что обусловлено их взаимодей-
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ствием с лептиновыми и инсулиновыми рецепто-
рами в гипоталамических нейронах [38]. Посколь-
ку гликосфинголипиды хорошо растворимы в воде
и не вызывают раздражения слизистой оболочки
носа, то интраназальные введения ганглиозидов
(ИВГ) также могут быть использованы для их до-
ставки в мозг, хотя ранее такой способ введения
этих соединений не использовался. В этой связи
следует отметить, что в случае инсулина его интра-
назальное введение является наиболее адекватным
и легко воспроизводимым способом его доставки в
мозг по сравнению с системным или интрацереб-
ровентрикулярным введениями. Внедрение ИВИ и
ИВГ, в том числе при совместном их применении,
открывает возможности для изучения исключи-
тельно центральных эффектов используемых со-
единений и возможных механизмов их функцио-
нального взаимодействия на уровне ЦНС.

Цель наших исследований состояла в изучении
раздельного и совместного влияния интраназаль-
ных введений инсулина и ганглиозидов крысам ли-
нии Wistar с экспериментальным СД2 на актив-
ность ключевых компонентов инсулинового сиг-
налинга в гипоталамусе, а также на экспрессию
генов, ответственных за метаболизм глюкозы в пе-
чени животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Подготовка препаратов для интраназальных инъ-

екций. Метод Фолча использовался для экстракции
суммарных ганглиозидов из мозга теленка по про-
токолу, подробно описанному нами ранее [39]. По-
лученный препарат суммарных ганглиозидов до-
полнительно очищали на колонке Sephadex G-25
“Fine” (“Pharmacia”, Щвеция) [40]. Количество
ганглиозидов оценивали по продуктам реакции си-
аловых кислот с резорциновым реагентом. Для ин-
траназальных введений инсулин (#I5500, “Sigma”,
США) растворяли в 0.1 М натрий-цитратном буфе-
ре (pH 4.5) до концентрации 0.5 МЕ/20 мкл, а ган-
глиозиды разводили в физиологическом растворе
до концентрации 1 мг/10 мкл. Совместное интра-
назальное введение инсулина и ганглиозидов про-
водили с интервалом 10 мин.

Экспериментальная модель диабета. Для модели-
рования СД2 использовали самцов крыс Wistar,
возраст которых на начало эксперимента составил
2 мес. СД2 индуцировали с помощью ВЖД, состав
которой описан нами ранее [41], и однократной
инъекции низкой дозы токсина стрептозотоцина
(СТЗ) (20 мг/кг), который вводили в/б в 0.1 М на-
трий-цитратном буфере (pH 4.5) через 11 нед после
начала ВЖД. В среднем СД2 развивался у 60–80%
животных, вследствие чего на начальном этапе ко-
личество животных брали с необходимым запасом.
Так, изначально для индукции СД2 были взяты
54 крысы, из которых для дальнейших экспери-

ментов на основании результатов орального глю-
козотолерантного теста (оГТТ) были отобраны
36 животных. оГТТ проводили через 4 нед после
введения СТЗ, и отбирали животных с нарушенной
толерантностью к глюкозе, характеризуя ее как
среднетяжелую форму СД2 (уровень глюкозы через
120 мин после глюкозной нагрузки не менее 8 мМ).
Животные контрольных групп получали стандарт-
ный корм и однократную инъекцию 0.1 М натрий-
цитратного буфера (pH 4.5) вместо СТЗ. Из пула
крыс с подтвержденным развившимся СД2 ран-
домно формировали 4 диабетические группы по
9 животных в каждой. В течение последующих че-
тырех недель проводили ежедневные интраназаль-
ные введения следующих препаратов: Группа 1
(Контроль, группа К) – физиологический раствор
(интраназально), Группа 2 (Контроль + ИВГ +
+ ИВИ, группа КГИ) – ганглиозиды (6 мг/кг/сут-
ки, интраназально) и инсулин (0.5 МЕ/крысу/сут-
ки, интраназально), Группа 3 (Диабет, Д) – физио-
логический раствор (интраназально), Группа 4
(Диабет + ИВИ, ДИ) – инсулин (0.5 МЕ/кры-
су/сутки, интраназально), Группа 5 (Диабет + ИВГ,
ДГ) – ганглиозиды (6 мг/кг/сутки, интраназаль-
но), Группа 6 (Диабет + ИВГ + ИВИ, ДГИ) – ган-
глиозиды (6 мг/кг/сутки, интраназально) и инсулин
(0.5 МЕ/крысу/сутки, интраназально). По истече-
нии четырехнедельного лечения крыс наркотизиро-
вали с помощью хлоралгидрата (400 мг/кг, “Sigma”,
США), проводили декапитацию, оценивали массу
абдоминального и эпидидимального жира. Образ-
цы цельного гипоталамуса без разделения на яд-
ра и печени замораживали на сухом льду сразу же
после извлечения и хранили в холодильной ка-
мере при –80°С для последующей оценки в них со-
держания исследуемых белков и их фосфорилиро-
ванных форм методом Вестерн-блоттинга и изуче-
ния экспрессии целевых генов методом ПЦР в
реальном времени.

Оральный глюкозотолерантный тест. За два дня
до окончания лечения посредством ИВИ и ИВГ
чувствительность к глюкозе оценивали с помощью
оГТТ, для чего крысам перорально через зонд вво-
дили глюкозу (2 г/кг), уровень которой в крови из-
меряли до и через 15, 30, 60 и 120 мин после нагруз-
ки глюкозой с помощью глюкометра и тест-поло-
сок “One Touch Ultra” (США).

Иммуноферментный анализ. Уровень инсулина в
плазме крови крыс оценивали до и через 30, 60 и
120 мин после глюкозной нагрузки, используя на-
бор “Rat Insulin ELISA kit” (“Mercodia”, Швеция) в
соответствии с инструкцией производителя. Объ-
ем забираемой из хвостовой вены крови для опре-
деления инсулина в каждой точке составил
100 мкл, для определения уровня гормона с помо-
щью ИФА на каждую пробу использовали по
10 мкл полученной плазмы. Расчет индекса инсу-
линовой резистентности (homeostatic model assess-
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ment of insulin resistance, HOMA-IR)) производился
по формуле: HOMA-IR = уровень глюкозы нато-
щак (мM) × уровень инсулина натощак (нг/мл).

Вестерн-блоттинг. Образцы тканей гомогенизи-
ровали в соотношении 1:20 в лизисном буфере, со-
стоящем из 20 мM Tris-HCl (pH 7.5), 150 мM NaCl,
2 мM EDTA, 2 мM EGTA, 0.5% Triton X-100, 0.5%
дезоксихолата натрия, 10 мM пирофосфата натрия,
15 мM NaF, 10 мM глицерофосфата натрия, 1 мM
Na3VO4, 1 мM фенилметилсульфонилфторида
(PMSF), 0.02% NaN3 и протеазного ингибиторного
коктейля (“Roche”, США). Неразрушенные клет-
ки и крупные клеточные фрагменты осаждали цен-
трифугированием 500 g × 10 мин (4°C). Концентра-
цию белка в пробах измеряли по модифицирован-
ному методу Лоури. Для вертикального
электрофореза в камерах “Mini-Protean” (“Bio-
Rad”, США) на 9–14% акриламидные гели загру-
жали пробы, содержащие 25–30 мкг белка. В каче-
стве стандарта молекулярного веса использовали
окрашенные маркеры “Spectra Multicolour Broad
Range Protein Ladder (10–260 kDa)” (“Thermo Fish-
er Scientific”, США). Перенос белков на нитроцел-
люлозную мембрану (0.45 мкM, “Amersham”, Вели-
кобритания) методом мокрого переноса осуществ-
лялся в минитрансблоттере (“Bio-Rad”, США) в
буфере, содержащем 25 мМ Tris, 192 мМ глицин и
20% (v/v) этанола, при постоянном напряжении
100 В. Для блокировки неспецифического связы-
вания мембраны инкубировались 30 мин при ком-
натной температуре в буфере, содержащем 20 мМ
Трис-HC1 (pH 7.5), 150 NaCl, 5% обезжиренного
молока (“Europek”, Россия), 0.1% Tween 20. Для
взаимодействия перенесенных белков с раствора-
ми первичных антител мембраны оставляли при
+4°С на шейкере MR-1 (“Biosan”, Латвия) на 12–
14 ч. Первичные антитела разводили в 20 мМ Трис-
HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl, 5% БСА-фракция V
(“Amresco”, США), 0.1% Tween 20 в соотношении
(1: 1000). Антитела для ph-Akt(Ser473) (#4058), Akt
(#9272), ph-AMPKα(Thr172) (#2535), AMPKα
(#2793), ph-GSK3β(Ser9) (#9322), GSK3β (#9315),
ph-p70S6K(Thr389) (#9205), p70S6K (#9202), total
ERK1/2 (#9102) были приобретены у компании
“Cell Signaling Technology” (США), anti-ph-
ERK1(pThr202/pTyr204)&ERK2(pThr186/pTyr187) (#E7028) –
у компании “Sigma” (США), SOCS3 (#ab16030) – у
компании “Abcam” (Великобритания), PTP1B
(#610139) – у компании “BD Transduction Laborato-
ries” (США), GFAP (#NBP1-05197), GAPDH
(#NB600-502) – у компании “Novus Biologicals”
(США). После 3-х кратной промывки буфером, со-
держащим 20 мМ Триc-HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl,
0.1% Tween-20, мембраны обрабатывали раствором
вторичных антител, приготовленным на 5% обез-
жиренном молоке в том же буфере, и проводили
одночасовую инкубацию при комнатной темпера-

туре. В качестве вторичных антител использовали
анти-кроличьи (#7074) или анти-мышиные
(#7076) IgG (“Cell Signaling Technology”, США),
конъюгированные с пероксидазой хрена (HRP),
либо биотинилированные IgG(H+L) (#14708) и
(#14709). Сигнал HRP усиливали коммерческим
ECL (“Novex”, США) или аналогом ECL, приго-
товленным в лабораторных условиях (люминол –
пара-кумаровая кислота – Н202). Хемилюминес-
центное свечение фиксировали на голубой фото-
пленке “Phenix” (“Research Products”, США). Для
нормализации данных мембраны после стриппин-
га инкубировали с антителами к внутреннему стан-
дарту GAPDH. Проявленные фотопленки визуали-
зировали на сканере “Canon” (“CanoScan 8800F”,
США). Денситометрическая обработка данных
проводилась с помощью программы Bio7.

ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК экс-
трагировали реактивом “RNA Extract” (“Евроген”,
Россия). Кодирующую ДНК синтезировали с по-
мощью набора “MMLV RT Kit” того же производи-
теля. Амплификацию проводили в смеси, содержа-
щей 10 нг обратно транскрибированного продукта,
по 0.4 мкМ прямого и обратного праймеров, реакци-
онную смесь набора “qPCRmix-HS SYBR+LowROX”
(“Евроген”, Россия) с использованием прибора
“500 Real-Time PCR System” (“Thermo Fisher Scien-
tific Inc.”, США). Экспрессию генов, кодирующих
инсулиновый рецептор (InsR), G-6-Pase catalytic
subunit 1 (G6pc1), PEPCK1, Fbp1, fatty acid synthase
(FASN), Glut2(Slc2a2), Il-1β, Aсtb и 18S, определя-
ли с помощью следующих праймеров: InsR – CTG-
GAGAACTGCTCGGTCATT (For) и GGC-
CATAGACACGGAAAAGAAG (Rev), G6pc –
GAAGGCCAAGAGATGGTGTGA (For) и TG-
CAGCTCTTGCGGTACATG (Rev), Pck1 –
CCCAGGAAGTGAGGAAGTTTGT (For) и GGAG-
CCGTCGCAGATGTG (Rev), Fbp1 – CCATCATA-
ATAGAGCCCGAGAAGA (For) и CTTTCTC-
CGAAGCCTCATTAGC (Rev), FASN – GCATTTC-
CACAACCCCAACC (For) и
AACGAGTTGATGCCCACGAT (Rev), Glut2 –
GTTTTCTGCAGAGCCAAGTCC (For) и
GTCCTATGCAGCACCACTGA (Rev), IL1β –
GACTTCACCATGGAACCCGT (For) и
GGAGACTGCCCATTCTCGAC (Rev), Aсtb – GC-
GAGTACAACCTTCTTGCAG (For) и CTGAC-
CCATACCCACCATCAC (Rev), 18S – CTG-
GAGAACTGCTCGGTCATT (For) и GGC-
CATAGACACGGAAAAGAAG (Rev). Результаты
ПЦР анализировали с помощью программного
обеспечения 7500 Software v 2.0.6. и ExpressionSuite
Software v1.0.3. Для нормализации данных исполь-
зовали показатель ∆Ct, равный разности среднего
геометрического Ct референсных генов (18S и ак-
тина B) и значения Ct для исследуемого тран-
скрипта. Для оценки степени экспрессии изучае-
мых генов проводили сравнение с контрольными
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ЗАХАРОВА и др.

образцами путем вычисления значения ∆∆Ct, рав-
ного разности ∆Ct контроля из ∆Ct образца.

Иммуногистохимия. Для иммуногистохимиче-
ских исследований мозг фиксировали 6 дней в
4%-ном растворе пара-формальдегида в 0.2 М
Na+-фосфатном буфере (4°С), промывали с помо-
щью 0.02 M фосфатного буфера, содержащего 0.9%
NaCI (PBS, рН 7.4), и после 7-дневной криопро-
текции в 30%-ном растворе сахарозы, растворен-
ной в PBS, замораживали. Из области гипоталаму-
са получали чередующиеся серии фронтальных
срезов (16 мкм) с помощью криостата (“Leika”,
Германия). Каждый десятый срез монтировали на
стекла “SuperFrost/plus” (“Menzel”, Германия).
Для иммуногистохимических исследований отби-
рали срезы, включающие вентромедиальное ядро
гипоталамуса. Стекла кипятили 5 мин в цитратном
буфере (pH 6.0) для демаскировки антигена, про-
мывали в PBS, в целях блокировки эндогенной пе-
роксидазы в течение 30 мин обрабатывали
0.3%-ным раствором перекиси водорода, разве-
денной в РВS. После промывки в PBS, содержа-
щем 0.1% Triton X-100 (PBST), срезы инкубиро-
вали 1 ч при комнатной температуре в блокирую-
щем растворе (2% сыворотки быка и 2% сыворотки
козы в PBST) для предотвращения неспецифиче-
ского связывания. Затем срезы инкубировали 12 ч
при комнатной температуре с первичными анти-
телами анти-BDNF (#DF6387, “Affinity Biosciences”)
в разведении 1:100. После тщательной промывки
срезы инкубировали 1 ч при комнатной температу-
ре со вторичными антителами козы против кроли-
ка, коньюгированными с биотином (“VectorLabs”,
Великобритания), разведенные 1:600 в PBST. Стек-
ла тщательно промывали и наносили комплекс
стрептовидин-пероксидаза (“Sigma”, США) в раз-
ведении 1:700 в PBS. Визуализацию проводили с
помощью 0.05%-ного раствора диаминобензидина
(“Sigma”, США) и 0.015%-ного раствора перекиси
водорода. Реакцию останавливали дистиллирован-
ный водой и после тщательной промывки и стан-
дартной гистологической обработки срезы заклю-
чали под покровное стекло и высушивали. Изобра-
жения получали с помощью микроскопа “Сarl
Ziess Axio A1” (“Ziess”, Германия) со встроенной
телевизионной камерой “AxioCam 712 color”
(“Ziess”, Германия) и программы ZEN 3.4 (Zen pro).
С помощью программы Image J (США) измеряли
оптическую плотность иммунопозитивных струк-
тур и представляли в условных единицах.

Статистическая обработка. Полученные данные
анализировали в программе “Prism”. Данные пред-
ставляли как среднее значение ± SEM. Нормаль-
ность распределения проверяли с помощью крите-
рия Шапиро–Уилка. Для сравнения двух выборок
с нормальным распределением использовали t-кри-
терий Стьюдента. Статистически значимыми счи-
тали отличия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Продолжительная ВЖД в совокупности с одно-
кратной инъекцией низкой дозы СТЗ (20 мг/кг,
в/б) приводила к нарушению метаболических по-
казателей у крыс. Спустя 5 мес после перевода на
ВЖД у животных диабетической группы (Д) на-
блюдали повышенное содержание глюкозы и ин-
сулина в крови натощак, а также после нагрузки
глюкозой (табл. 1), что является проявлением на-
рушенной толерантности к глюкозе и инсулиновой
резистентности (ИР). Наиболее распространен-
ный метод оценки резистентности к инсулину, со-
стоящий в расчете индекса ИР, как произведения
базальных (натощак) уровней глюкозы и инсули-
на, показал, что у диабетических животных индекс
ИР возрастает до 4.22 ± 0.20 отн.ед. (p < 0.001) по
сравнению с 2.50 ± 0.19 отн.ед. у контрольных
крыс. Гипергликемия, гиперинсулинемия и дисли-
пидемия были ассоциированы с увеличением мас-
сы тела и жировой ткани у диабетических крыс.
Хотя повышение массы тела в группе Д в сравне-
нии с контролем составило 11%, но различия были
статистически значимыми (p < 0.05). Различия в
массе жировой ткани были выше. В группе Д масса
эпидидимального жира была выше на 78% (р <
< 0.001), а абдоминального жира – на 72% (р <
< 0.001) (табл. 1).

Для коррекции метаболических нарушений и
восстановления толерантности к глюкозе исполь-
зовали интраназальные введения инсулина (ИВИ,
0.5 МЕ/крысу/сутки) и суммарных ганглиозидов
мозга теленка (ИВГ, 6 мг/крысу/сутки). Лечение
диабетических крыс с помощью ИВИ и ИВГ про-
водили в течение 4 нед, начиная его через 4 мес
после перевода животных на ВЖД. В результате
масса тела у диабетических животных групп
ДИ (диабет + ИВИ), ДГ (диабет + ИВГ) и ДГИ
(диабет + ИВГ + ИВИ) достоверно не отличалась
от крыс контрольной группы (К), но и различия с
диабетической группой без лечения также не были
статистически значимыми. Инсулин при действии
на гипоталамические структуры мозга способен
оказывать анорексигенный эффект, тогда как ган-
глиозиды, модулирующие активность инсулино-
вых и лептиновых сигнальных путей, могли бы
этот эффект усилить. В ходе проведенных исследо-
ваний было установлено, что только в группе ДГ
содержание жира снижалось на 45% по сравнению
с нелеченой диабетической группой (p < 0.05 по
сравнению с группой Д). В наибольшей степени в
группе ДГ снижалось содержание эпидидимально-
го жира (на 58%, p < 0.01 по сравнению с группой
Д), в то время как содержание абдоминального жи-
ра только на 33% (p > 0.05). Введение ИВИ приво-
дило к достоверному снижению количества эпиди-
димального жира по сравнению с группой Д (p <
< 0.05). Установлено также, что при совместном



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

ВЛИЯНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНО ВВОДИМЫХ ИНСУЛИНА И ГАНГЛИОЗИДОВ 525

введении ИВИ и ИВГ эффекты препаратов на
адипозность не усиливались (табл. 1). Таким обра-
зом, ИВИ и ИВГ восстанавливали обмен липидов,
причем в большей степени в эпидидимальных
адипоцитах в сравнении с адипоцитами абдоми-
нального жира.

Введение инсулина как раздельно, так и сов-
местно с ганглиозидами позволило значительно
снизить ИР, что подтверждается расчетами индек-
са ИР (HOMA-IR). Благодаря лечению ИВИ и ИВГ
как у контрольных крыс (КГИ), так и у диабетиче-
ских (ДГ и ДГИ) повышалась скорость утилизации

глюкозы, на что указывают рассчитанные значе-
ния AUC0–120 (интегрированная площадь под кри-
вой “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)”
для глюкозных кривых в интервале времени от 0 до
120 мин в оГТТ (рис. 1a). Эти данные свидетель-
ствуют о повышении чувствительности тканей к
инсулину. Это подтверждается снижением в срав-
нении с группой Д значений AUC0–120 (интегриро-
ванная площадь под кривой “концентрация инсу-
лина (нг/мл) – время (мин)” во временном проме-
жутке от 0 до 120 мин после глюкозной нагрузки
(рис. 1b).

Таблица 1. Влияние интраназальных введений ганглиозидов (6 мг/кг/сутки) и инсулина (0.5 МЕ/крысу/сутки) на
метаболические показатели у самцов крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозото-
цина

Примечание. a – Уровни глюкозы и инсулина через 120 мин после глюкозной нагрузки при проведении оГТТ. Данные представ-
лены как среднее ± SEM. Различия статистически значимы по сравнению с группой К при: * – p < 0.05;** – p < 0.01;*** – p < 0.001.
Различия статистически значимы по сравнению с группой Д при: # – p < 0.05; ## – p < 0.01; ### – p < 0.001.

Показатель К, n = 9 КГИ, n = 9 Д, n = 9 ДИ, n = 9 ДГ, n = 9 ДГИ, n = 9

Масса тела, г 385.3 ± 14.8 382.2 ± 12.2 427.4 ± 9.6* 416.8 ± 15.9 400.5 ± 14.3 411.7 ± 8.3
Масса жира, г 11.01 ± 0.63 9.28 ± 1.32 19.31 ± 1.14*** 16.31 ± 1.00** 14.29 ± 1.88# 16.69 ± 1.42**

Масса абдоминального жира, г 5.62 ± 0.54 4.44 ± 0.80 9.68 ± 0.72*** 8.42 ± 0.58** 7.82 ±1.14 8.66 ± 0.86**
Масса эпидидимального жира, г 5.39 ± 0.26 4.84 ± 0.54 9.63 ± 0.45*** 7.88 ± 0.51** # 6.46 ± 0.83## 8.03 ± 0.65**

Глюкоза натощак, мМ 4.66 ± 0.13 5.43 ± 0.11** 5.59 ± 0.13*** 4.92 ± 0.17# 5.42 ± 0.15** 5.12 ± 0.16*#

Глюкоза (ГТТ, 120 мин), мМa 6.40 ± 0.28 5.48 ± 0.28* 9.28 ± 0.36*** 7.56 ± 0.40*# 7.22 ± 0.32## 7.02 ± 0.17###

Инсулин натощак, нг/мл 0.56 ± 0.04 0.54 ± 0.05 0.76 ± 0.04** 0.57 ± 0.04# 0.67 ± 0.11 0.53 ± 0.05#

Инсулин (ГТТ, 120 мин), нг/мл a 1.01 ± 0.09 0.82 ± 0.09 2.38 ± 0.20*** 1.41 ± 0.21## 1.71 ± 0.18** # 1.48 ± 0.21#

Индекс инсулинорезистентно-
сти (Homa-IR), отн.ед.

2.50 ± 0.19 2.92 ± 0.29 4.22 ± 0.20*** 2.84 ± 0.28## 3.69 ± 0.70 2.78 ± 0.30##

Рис. 1. Оценка влияния ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на чув-
ствительность к глюкозе и инсулину у крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина,
при проведении орального глюкозотолерантного теста. Обозначения групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), груп-
па 2 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + инсулин (ДИ),
группа 5 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 6 (DGI) – диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ).
(a) – AUC0–120, интегрированная площадь под кривой “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)” для глюкозных кри-
вых в течение 120 мин после нагрузки глюкозой. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 9). (b) – AUC0–120, инте-
грированная площадь под кривой “концентрация инсулина (нг/мл)–время (мин)” для инсулиновых концентрационных
кривых в течение 120 мин после нагрузки глюкозой. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 5). Различия значимы
по сравнению с контрольными крысами (К) при: а – p <0.05; b – p < 0.01; c – p < 0.001. Различия значимы по сравнению
с необработанными диабетическими крысами (Д) при: d – p <0.05; e – p < 0.01; f – p < 0.001.
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Эффективность инсулинового сигналинга в
мозге зависит прежде всего от инсулиновых рецеп-
торов как первичного звена, опосредующего дей-
ствие гормона. В целях изучения влияния ИВИ и
ИВГ на состояние этих рецепторов определяли
экспрессию мРНК инсулинового рецептора (InsR)
в гипоталамусе контрольных и диабетических
групп. При раздельных ИВИ и ИВГ количество
мРНК InsR в группах ДИ и ДГ не отличалось от
группы К (рис. 2). После совместных ИВИ и ИВГ
уровень экспрессии снижался как в контрольной
группе КГИ до 0.77 ± 0.03 отн.ед., так и в группе с
СД2 (ДГИ) до 0.67 ± 0.08 отн.ед. по сравнению с
1.00 ± 0.05 в контрольной группе К (p < 0.01). Таким
образом, чувствительность тканей к инсулину не
имеет прямой корреляции с экспрессией мРНК InsR
в гипоталамусе крыс при совместных интраназаль-
ных введениях инсулина и ганглиозидов.

Поскольку длительность активации инсулино-
вых рецепторов и нижележащих сигнальных путей
зависит от негативных регуляторов инсулинового
сигналинга, в лизатах гипоталамуса было проведе-
но измерение содержания белков РТР1В и супрес-
сора цитокинового сигналинга SOCS3 для выявле-
ния влияния ИВИ и ИВГ на экспрессию этих бел-
ков в гипоталамусе крыс с СД2. При СД2 в
гипоталамусе крыс количество иммунореактивно-
го белка РТР1В не менялось в сравнении с контро-
лем как у нелеченых животных, так и в условиях их
лечения ИВИ и ИВГ (рис. 3a). В отличие от РТР1В
экспрессия SOCS3, связанного в большей мере с
лептиновой сигнальной системой, у диабетических
крыс снижалась до следовых количеств (0.028 ±
± 0.006 отн.ед. в группе Д против 0.499 ±
± 0.151 отн.ед. в контроле, p < 0.01). При лечении
ИВИ содержание SOCS3 возрастало, но различия с
группой Д не были значимыми (рис. 3b). В то же
время лечение ИВГ и комбинацией ИВГ+ИВИ со-
держание SOCS3 достигало контрольных значений
и значимо отличалось от такового в группе Д
(p < 0.001). Следует отметить, выявленные измене-
ния в экспрессии белка SOCS3 в гипоталамусе ле-
ченых ИВГ диабетических крыс могут быть ком-
пенсаторными, направленными на усиление инсу-
линовой сигнальной системы путем повышения
активности лептиновой системы.

Для изучения влияния ИВИ и ИВГ на актив-
ность эффекторных протеинкиназ, связанных с
инсулиновым рецептором, в гипоталамусе крыс с
СД2 с помощью Вестерн-блоттинга определяли
уровень фосфорилирования серин/треониновой
протеинкиназы Akt. В активированной инсулином
форме Akt-киназа фосфорилирована по остаткам

Ser473 (основной сайт фосфорилирования) и(или)

Thr308. У животных с СД2 после введений ИВИ и
ИВГ не было выявлено значимых различий в зна-

чениях фосфо-Akt(Ser473)/tAkt как по отношению к

контрольной (К), так и к диабетической (Д) груп-
пам (рис. 4a).

Используемый для анализа лизат ткани пред-
ставляет сложную смесь, состоящую из лизатов как
нейронов, так и глиальных клеток. Инсулиновые
рецепторы и функционально связанные с ними
протеинкиназы локализованы также в астроцитах,
которые, подобно нейронам, могут участвовать в
центральной регуляции гомеостаза глюкозы. Ос-
новной маркерный белок астроцитов GFAP позво-
ляет оценить их количество в общем лизате. На фо-
не СД2 в гипоталамусе экспрессия белка GFAP
снижалась на 50% (p < 0.05), тогда как при лечении
ИВИ и ИВГ она восстанавливалась до контроль-
ных значений (рис. 4b). Таким образом, нейро-
нально-глиальные взаимодействия также меняют-
ся при СД2 и могут стать причиной нарушений
центральной регуляции метаболизма глюкозы.

Akt-киназа фосфорилирует множество мише-
ней в клетке, среди которых киназа гликогенсинта-
зы-3β (GSK3β). В отличие от печени, где GSK3β
прежде всего влияет на депонирование глюкозы
в виде гликогена, в мозге она участвует во мно-
жестве процессов. GSK3β является эффекторной
протеинкиназой в патогенезе неврологических и
психических нарушений, поскольку одной из ее
мишеней является белок Tau, который она ги-
перфосфорилирует, вызывая накопление нейро-
фибриллярных клубков и усиливая, тем самым,
продукцию провоспалительных цитокинов [42,
43]. Однако при СД2 в гипоталамусе нами не было

Рис. 2. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ
(6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении
на экспрессию гена инсулинового рецептора (InsR) в
гипоталумусе крыс с СД2, вызванным высокожировой
диетой и низкой дозой стрептозотоцина. Обозначения
групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), группа
2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ), группа 3 (D) –
диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), груп-
па 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) – диа-
бет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). Уровень экспрессии гена InsR
нормировали по уровню экспрессии генов Actb и 18S
rRNA. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 7).
Различия статистически значимы: b – p < 0.01 по срав-
нению с контролем (С).
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выявлено различий в количестве неактивной фор-

мы фермента – фосфо-GSK3β(Ser9) между группа-

ми К и Д (рис. 4c). Значительно менялся уровень

фосфорилирования по Ser9 лишь при введении

ИВГ. При совместном введении ИВГ и ИВИ кон-

трольным крысам количество фосфо-GSK3β(Ser9)

увеличивалось в 2 раза по сравнению с интактным

контролем (p < 0.05). В диабетических группах ДГ и

ДГИ оно повышалось в среднем на 60% по сравне-

нию с группой Д (p < 0.05). Интраназальное введе-

ние инсулина (ИВИ) диабетическим крысам суще-

ственно не влияло на фосфорилирование GSK3β
по Ser9 (рис. 4c).

Протеинкиназа p70S6K в комплексе с mTOR

рассматривается в качестве интегрирующего звена,

реагирующего на изменения содержания как гор-

мональных факторов, так и глюкозы. Как было

установлено, p70S6K, локализованная в проопио-

меланокортин-экспрессирующих нейронах гипо-

таламуса, оказывает влияние на синтез глюкозы в

печени, метаболизм липидов на периферии, моду-

лирует возбудимость нейронов [44]. Анализ лиза-

тов гипоталамуса в группе Д показал, что уровень

фосфорилирования p70S6K по Thr389 увеличивает-

ся в 2.3 раза по сравнению с контролем (p < 0.01)
(рис. 5a). Сходные изменения отмечали при сов-
местных введениях инсулина и ганглиозидов кон-
трольным (КГИ) и диабетическим крысам (ДГИ)
(p < 0.01). В группах ДИ и ДГ при раздельном введении

препаратов отношение ph-p70S6K(Thr389)/p70S6K
снижалось по сравнению с группой Д (p < 0.05).
Для групп ДИ и ДГ содержание фосфорилирован-
ной формы p70S6K не отличалось от контроля. Та-
ким образом, СД2 влияет на активность p70S6K в
гипоталамусе, причем ИВИ и ИВГ оказывают на
этот фермент модулирующее воздействие.

Протеинкиназа ERK1/2, регулируемая внекле-
точными сигналами, активируется инсулином и
другими ростовыми факторами, что важно в пери-
оды ремиссии при диабете [45]. В группе Д не было
выявлено различий в степени фосфорилирования
этого фермента в сравнении с контролем (рис. 5b).
В то же время при введении ИВГ и комбинации
ИВГ + ИВИ количество фосфорилированной
формы ERK1/2 увеличивалось в среднем на 40%,
хотя различия с группой Д не были значимыми.
Активность АМФ-активируемой протеинкиназы
(АМРК), основного энергетического сенсора
клетки, увеличивается при фосфорилировании

Рис. 3. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на содер-
жание белка РТР1В и SOCS3 в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стреп-
тозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). (a) – изменение экспрессии РТР1В, (b) – изменение экспрессии SOCS3. Данные пред-
ставлены как среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по сравнению с контрольными крысами (К) при: b – p < 0.01.
Различия значимы по сравнению с необработанными диабетическими крысами (Д) при: f – p < 0.001.
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α-субъединицы по остатку Thr172. Показано, что
в гипоталамусе крыс группы Д содержание фос-
фоформы этого фермента было повышено
(1.486 ± 0.120) в сравнении с контролем (1.083 ±
± 0.065 усл.ед.) (p < 0.05) (рис. 5c). Хотя уровень

фосфорилирования Thr172 снижался при всех типах
лечения, но значимыми различия были только по-
сле лечения ИВИ (рис. 5c).

Изменения активности ключевых протеинки-
наз и экспрессии белков, связанных с инсулиновой
сигнальной системой в гипоталамусе, взаимосвя-
заны с регуляцией метаболизма глюкозы на пери-
ферии, прежде всего в печени. Для изучения цен-
трального влияния ИВИ и ИВГ на процессы обме-

на глюкозы в печени определяли экспрессию
основного транспортера глюкозы Glut2, а также ге-
нов глюконеогенеза (Pck1, G6pc, Fbp1) и липогенеза
(Fasn).

Хотя основной локализованный в печени транс-
портер глюкозы Glut2 не является инсулин-зависи-
мым, но при совместном введении ИВИ и ИВГ
экспрессия гена Glut2 в группе КГИ достоверно по-
вышалась по сравнению с группой К и в группе
ДГИ по сравнению с группой Д (p <0.05) (рис. 6a).
Это может способствовать повышению эффектив-
ности утилизации глюкозы гепатоцитами печени.

В печени синтезируется 90% всей глюкозы, по-
ступающей в кровоток. Нарушение центральной

Рис. 4. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровень
фосфорилирования протеинкиназ Akt, GSK3β и экспрессию GFAP в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожиро-
вой диетой и низкой дозой стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). (a) – фосфорилирование Akt-киназы по Ser473, (b) – экспрессия GFAP, (c) – фосфорилиро-
вание киназы GSK3β по Ser9. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по сравнению с кон-
трольными крысами (К) при: а – p < 0.05. Различия значимы по сравнению с необработанными диабетическими кры-
сами (Д) при: d – p < 0.05; e – p < 0.01.
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регуляция глюконеогенеза является одной из пер-

вопричин гипергликемии при СД2. Для оценки

влияния ИВИ и ИВГ на глюконеогенез в печени

оценивали уровень мРНК для ключевых фермен-

тов глюконеогенеза: фосфоенолпируваткарбокси-

киназы PEPCK (ген PCK), глюкозо-6-фосфатазы

(G6PC) и фруктозо-бис-фосфатазы (FBP). Для

PEPCK, катализирующего превращение оксало-

ацетата в фосфоенолпируват, одну из начальных

стадий синтеза глюкозы de novo из лактата и пиру-

вата, не наблюдалось увеличения экспрессии в

группе Д по сравнению с контролем. Тем не менее

монотерапия ИВГ и совместное использование

ИВИ и ИВГ способствовали снижению содержа-

ния мРНК PCK по сравнению с группой Д с

0.87 ± 0.08 отн.ед. до 0.61 ± 0.05 отн.ед. в группе ДГ

(p < 0.05) и 0.57 ± 0.04 отн.ед. в группе ДГИ

(p < 0.01) (рис. 6b). ИВИ и ИВГ также подавляли

экспрессию PCK в группе КГИ (p < 0.05). В случае

фермента FBP, катализирующего отщепление фос-

фогруппы от фруктозо-1,6-бисфосфата, уровень

мРНК гена FBP не менялся ни в одной из изучен-

ных групп. Для гена G6PC, кодирующего конечный

фермент в цепи глюконеогенеза, содержание

Рис. 5. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровень
фосфорилирования протеинкиназ p70S6K, ERK1/2 и AMPK в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожировой ди-
етой и низкой дозой стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –

диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ). (a) - фосфорилирование p70S6K-киназы по Thr389, (b) – фосфорилирование ERK1/2 киназы

по Thr202/Tyr204 и Thr186/Tyr187, (c) – фосфорилирование киназы AMPK по Thr172. Данные представлены как среднее ±
± SEM (n = 7). Различия значимы по сравнению с группой К при: а – p < 0.05; b – p < 0.01. Различия значимы по сравнению

с группой Д при: d – p < 0.05.

ph-p70S6K

(Thr389)

tp70S6K

GAPDH

ph-ERK1/2

Total ERK1/2

GAPDH

ph-AMPK�
(Thr172)

tAMPKa

GAPDH

0.7

p
h

-p
7

0
S

6
K

(T
h

r3
8

9
)/

tp
7

0
S

6
K

,

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

s

Control

Diabetes
b b

b

d

d0.5

0.6

0.4

0.3

0.2

0.1

0
C CGI D DI DG DGI

C D

(a)

DGIDI DG CGI

1.2

p
h

-E
R

K
1

/
2

/
tE

R
K

1
/
2

,

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

s

Control

Diabetes

a

d

0.8

1.0

0.6

0.4

0.2

0
C CGI D DIC DG DGI

C D

(b)

DGIDI DG CGI

1.8 a

d

p
h

-

A
M

P
K
�

(T
h

r17
2
)/

tA
M

P
K
�

,

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

s

Control

Diabetes

1.4

1.6

1.2

1.0

0.8

0.6
C CGI D DI DG DGI

C D

(c)

DGIDI DG CGI



530

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

ЗАХАРОВА и др.

мРНК уменьшалось у диабетических крыс после
введения ИВГ и ИВИ+ИВГ, хотя по сравнению с
группой Д различия были значимы только для
группы ДГ (рис. 6c).

Депонирование глюкозы осуществляется за
счет интенсивного синтеза гликогена и жирных
кислот. В печени крыс группы КГИ отмечали зна-
чительный рост экспрессии синтазы жирных кис-
лот FASN, что указывает на доминирование про-
цесса липогенеза (рис. 6d). Следует отметить, что
центральное влияние ганглиозидов по сравнению
с инсулином является преобладающим, так как эф-
фект, хоть и в меньшей мере, сохранялся при СД2
в группах ДГ и ДГИ (рис. 6d).

Толерантность к глюкозе нарушается также
вследствие усиления воспалительных процессов в
ЦНС. В гипоталамусе крыс с СД2 наблюдалось
двукратное увеличение экспрессии мРНК провос-
палительного цитокина IL1β (p < 0.05), тогда как
ганглиозиды при раздельном введении, а также в
комплексе с инсулином полностью предотвращали
его накопление (рис. 7a).

Совместное введение ИВГ и ИВИ значимо
(p < 0.05) снижало базальный уровень мРНК IL1β

в гипоталамусе здоровых животных группы КГИ,
что свидетельствует о возможности использования
такой комбинации в качестве противовоспали-
тельных препаратов при нейродегенеративных за-
болеваниях. Параллельно с воспалением снижался
защитный потенциал ЦНС. С помощью иммуно-
гистохимии было установлено, что в вентромеди-
альном ядре гипоталамуса оптическая плотность
иммунопозитивных на важнейший трофический
фактор BDNF структур при СД2 уменьшается в
2 раза – с 0.96 ± 0.17 в контроле (К) до 0.47 ± 0.06
при СД2 (Д) (p < 0.05) (рис. 7b, 7c). ИВИ и ИВГ, по-
давляя воспалительные процессы в ЦНС при СД2,
способствовали восстановлению количества BDNF
до его уровня в контрольной группе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наряду с инсулиновой системой мозга другие
сигнальные системы, в том числе лептиновая, ме-
ланокортиновая, дофаминовая, серотониновая,
играют ключевую роль в регуляции метаболизма
глюкозы, пищевого поведения и энергетического
обмена. Даже незначительный дисбаланс в их ра-
боте может стать причиной, приводящей к разви-

Рис. 6. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на экспрессию
генов метаболизма глюкозы в печени крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ).

(a) – экспрессия гена транспортера глюкозы Glut2. (b) – экспрессия гена фосфоенолпируваткарбоксикиназы (Pck1). (c) –
экспрессия гена субъединицы 1 глюкозо-6-фосфатазы (G6pc). (d) – экспрессия гена синтазы жирных кислот (FASN).
Уровень экспрессии генов нормирован по уровню экспрессии генов Actb и 18S rRNA. Данные представлены как сред-
нее ± SEM (n = 9). Различия значимы по сравнению с группой К при: а – p < 0.05; b – p < 0.01. Различия значимы по срав-
нению с группой Д при: d – p < 0.05; e – p < 0.01.

2.0

R
Q

, 
a

rb
it

ra
ry

 u
n

it
s 

1.6
a

Glut2

d

1.2

0.8

0.4

0
C

(a) (b)

(c) (d)

CGI D DI DG DGI

Control

Diabetes

2.4

2.0

R
Q

, 
a

rb
it

ra
ry

 u
n

it
s 

1.6

a
G6PC

e1.2

0.8

0.4

0
C CGI D DI DG DGI

Control

Diabetes

1.2

R
Q

, 
a

rb
it

ra
ry

 u
n

it
s 

a

PCK1

db b e0.8

0.4

0
C CGI D DI DG DGI

Control

Diabetes

10

R
Q

, 
a

rb
it

ra
ry

 u
n

it
s 

8

b
FASN

a e a e

6

4

2

0
C CGI D DI DG DGI

Control

Diabetes



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

ВЛИЯНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНО ВВОДИМЫХ ИНСУЛИНА И ГАНГЛИОЗИДОВ 531

тию ожирения, метаболического синдрома и СД2

[22, 46–49]. Благодаря выявлению этого дисбалан-

са на ранних стадиях и его своевременной коррек-

ции возможно предотвратить нарушения метабо-

лизма в нервной, сердечно-сосудистой и других

системах организма.

Лептин и активируемая им сигнальная система

в мозге участвуют как в регуляции гомеостаза глю-

козы, так и повышают чувствительность нейронов

и периферических тканей к инсулину [50–52]. Вве-

дение лептина интрацеребровентрикулярно или

непосредственно в гипоталамическую область

приводит к нормализации уровня глюкозы в крови

животных с различными формами диабета [52–55],

и это ассоциировано с активацией автономной

нервной системы, иннервирующей печень [56].

Инсулин и лептин, как было показано, оказывают

свое действие через одни и те же сигнальные пути в

гипоталамических нейронах [47, 57, 58]. Развитие

ИР в мозге связывают с увеличением экспрессии и

активности фосфатазы РТР1В [59, 60]. Однако в

настоящем исследовании нами не было выявлено

значимых изменений в содержании РТР1В в гипо-

таламусе при СД2 (рис. 3a). Это может быть обу-

словлено снижением уровня инсулина в гипотала-

мусе и других отделах мозга, как показано нами ра-

Рис. 7. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на экс-
прессию цитокина IL1β и BDNF в гипоталамусе крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой
стрептозотоцина.

Обозначения групп на рисунке: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CGI) – контроль + ИВГ + ИВИ (КГИ),
группа 3 (D) – диабет (Д), группа 4 (DI) – диабет + ИВИ (ДИ), группа 5 (DG) – диабет + ИВГ (ДГ), группа 6 (DGI) –
диабет + ИВГ + ИВИ (ДГИ).

(a) – экспрессия гена IL1β в гипоталамусе, определяемая по количеству мРНК с помощью ПЦР-РВ. Уровень экспрессии
гена IL1β нормирован по уровню экспрессии генов Actb и 18S rRNA. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 7). (b) –
экспрессия BDNF, выявляемая по иммунногистохимической реакции со специфическим антителом. (c) – количествен-
ная оценка экспрессии нейротрофического фактора BDNF. Различия значимы по сравнению с группой К при: а – p < 0.05.
Различия значимы по сравнению с группой Д при: e – p < 0.01.
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нее в условиях ИР [22, 61]. Косвенно в пользу этого
свидетельствует довольно неожиданное и сильно
выраженное снижение в гипоталамусе диабетиче-
ских крыс экспрессии белка SOCS3, негативного
регулятора лептинового сигналинга (рис. 3b). Та-
кое снижение может способствовать усилению
лептиновой, а опосредованно и инсулиновой сиг-
нальных систем в условиях дефицита инсулина и
лептина в ЦНС. Эти результаты позволяют по-
нять, почему при совместном использовании
лептина и инсулина для нормализации уровня
глюкозы у пациентов с сахарным диабетом 1-го ти-
па, доза инсулина может быть значительно сни-
жена по сравнению с пациентами, не получающи-
ми лептин [62].

Активность как лептиновой, так и инсулиновой
сигнальных систем в нейронах гипоталамуса не-
редко модулируется одними и теми же факторами,
к числу которых принадлежат и гликосфинголипи-
ды ганглиозиды. Они осуществляют свое действие
через мембранные микродомены и липидные раф-
ты, в которых локализованы рецепторы инсулина и
лептина [38, 63, 64]. На основании этого мы пред-
положили, что совместное интраназальное введе-
ние ганглиозидов и инсулина может способство-
вать улучшению инсулинового сигналинга при
СД2, а также, с учетом взаимосвязи инсулиновых и
лептиновых путей, повысить чувствительность ги-
поталамических нейронов к лептину.

Имеются многочисленные свидетельства,
включая наши исследования, что ганглиозиды ока-
зывают выраженное нейропротекторное действие
на структуры мозга, что показано как на моделях
in vitro, так и in vivo [36, 65–70]. Если in vitro гангли-
озиды активны в широком диапазоне концентра-
ций от 100 нМ до 100 мкМ, то до настоящего време-
ни in vivo животным вводят от 30 до 100 мг/кг/сутки
внутримышечно, интраперитонеально или в виде
подкожных инъекций, а также 5 мг/кг/сутки – ин-
трацеребровентрикулярно [36]. Тем не менее, как
было установлено, общее количество экзогенных
ганглиозидов, проникающих в мозг, не превышает
1% и может достигать от 0.3 до 1 мг, что соответ-
ствует микромолярным концентрациям. Защит-
ные свойства ганглиозидов, особенно in vivo, обу-
словлены их воздействием не только на нейроны,
но и на клетки микроглии, что приводит к подавле-
нию воспалительных процессов [71]. В пользу это-
го свидетельствует результат ИВГ, нормализующих
повышенное при СД2 содержание мРНК для про-
воспалительного интерлейкина IL-1β в гипотала-
мусе (рис. 7a). Тем самым, апробированный нами
интраназальный способ введения ганглиозидов
показал свою эффективность при СД2, что обу-
словлено способностью ганглиозидов при такой
разновидности доставки легко достигать различ-
ных структур мозга. На это указывают и результаты
недавно проведенного исследования, авторы кото-

рого показали, что ежедневные интраназальные

введения ганглиозида GM1 мышам, нокаутным по

GM2-синтазе, у которых отсутствует эндогенный

GM1, в количестве 0.5 и 5 мг/кг/сутки приводят к

его накоплению в коре, среднем мозге, обоня-

тельных луковицах, субвентрикулярной зоне,

гиппокампе и мозжечке, хотя и не достигают уров-

ня экспрессии, характерного для нормальных жи-

вотных [72]. Способность ганглиозидов эффектив-

но проникать в мозг при интраназальном способе

введения обусловливает и обнаруженный ранее

положительный эффект ИВГ (6 мг/кг/сутки) на

когнитивный дефицит у крыс с неонатальной мо-

делью СД2 [34]. Увеличение дозы ганглиозидов до

6 мг/кг связано с тем, что мы применяли суммар-

ный препарат, а не фракцию GM1, как описано в

работе [72]. Следует отметить, что наблюдаемая на-

ми нормализация метаболических показателей у

крыс с СД2 при их лечении ИВИ и ИВГ, как раз-

дельно, так и совместно (табл. 2), является след-

ствием восстановления центральной регуляции

метаболизма глюкозы путем подавления нейровос-

паления, а также в результате улучшения чувстви-

тельности тканей к инсулину. Используя в каче-

стве критерия уровень экспрессии SOCS3 в гипо-

таламусе, можно предположить, что при лечении

ИВИ и ИВГ инсулиновый сигналинг восстанавли-

вается, что делает излишним снижение содержа-

ния SOCS3 для компенсации нарушений инсули-

новой и лептиновой сигнальных систем.

Для выявления возможных мишеней действия

инсулина и ганглиозидов в гипоталамусе мы оце-

нивали экспрессию инсулинового рецептора (InsR)

по уровню мРНК и связывали ее с метаболически-

ми показателями. Сопоставляя результаты оГТТ и

измерения экспрессии InsR, можно прийти к за-

ключению, что нарушение метаболических пока-

зателей не коррелирует с экспрессией InsR в гипо-

таламусе, что вызвано, как можно полагать, отсут-

ствием взаимосвязи между уровнем инсулина в

мозге и в крови при СД2 и дефицитом инсулина и

лептина в ЦНС, как следствие нарушения его ре-

цептор-опосредованного транспорта через гемато-

энцефалический барьер. Так, содержание мРНК

InsR достоверно снижалось по сравнению с груп-

пой К при совместных введениях инсулина и ган-

глиозидов диабетическим (ДГИ) и контрольным

животным (КГИ), что может быть вызвано гипер-

активацией инсулинового рецептора интраназаль-

но вводимым гормоном. Кроме того, необходимо

принимать во внимание тот факт, что инсулино-

вый рецептор является сложной динамичной мак-

ромолекулой, которая после связывания с агони-

стом и последующей активации за счет эндоцитоза

перемещается в ранние эндосомы [73, 74]. Следо-

вательно, после совместного воздействия ИВГ и
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ИВИ значительно больше рецепторов может воз-

вращаться в плазматическую мембрану, а не пре-

терпевать деградацию в поздних эндосомах, что и

снижает необходимость в высоком содержании

мРНК InsR.

Активируемый через инсулиновый и лептино-

вый рецепторы фосфатидилинозитол-3-кина-

за/Akt-киназа-сигнальный путь в гипоталамиче-

ских нейронах является важнейшим эффекторным

звеном, ответственным как за метаболизм глюко-

зы, так и за регуляцию пищевого поведения [75].

При СД2 и метаболических расстройствах в гипо-

таламусе наблюдается снижение активности Akt-

киназы, ассоциированное с уменьшением уровня

фосфорилирования по одному из ключевых сайтов

фермента [23–26]. Отсутствие значимых измене-

ний фосфорилирования Akt-киназы в наших экс-

периментах может быть обусловлено продолжи-

тельностью эксперимента. Моделирование мета-

болических расстройств in vitro показало, что при

воздействии пальмитата в культуре нейронов гипо-

таламуса уровень фосфорилирования Akt-киназы

на начальном этапе увеличивается и только на

поздних этапах снижается [76], что в опытах in vivo
возможно происходит в сроки более 5 мес после

перевода животных на ВЖД. Наряду с этим наблю-

даемый нами уровень фосфоформы Akt-киназы

является усредненным совокупным показателем

по нейрональным и глиальным клеткам. Инсули-

новый сигналинг также активен в астроцитах и

рассматривается как корегулятор сенсорной систе-

мы гипоталамуса, контролирующей уровень глю-

козы и ее системный метаболизм [77]. Учитывая,

что экспрессия маркерного белка астроцитов

GFAP снижается при СД2 (рис. 4b), можно ожи-

дать, что СД2 влияет на нейронально-глиальные

взаимодействия и, как следствие, на активность

Akt-киназы в различных популяциях клеток. Изу-

чение характера этих изменений при СД2 по от-

дельности в гипоталамических нейронах и в гли-

альных клетках требует более детальных исследо-

ваний. Благодаря применению ИВГ, как

раздельно, так и совместно с инсулином, в гипота-

ламусе повышается уровень ингибирующего фос-

форилирования GSK3β по Ser9 (рис. 4c), что может

иметь большое практическое значение. К числу

субстратов GSK3β в мозге принадлежат инсулино-

вый рецептор, IRS, tau-белок, при фосфорилиро-

вании которых нарушается инсулиновый сигна-

линг и метаболизм β-амилоидного пептида [78, 79].

Таким образом, интраназальные введения гангли-

озидов могут оказаться эффективными не только

при болезни Паркинсона [72], но и при болезни

Альцгеймера. Следует отметить, что ИВГ оказыва-

ют помимо локального влияния на активность

GSK3β и системное действие, поскольку аналогич-

ный эффект наблюдается на периферии в ткани

печени, что было показано нами ранее [80]. Изме-

нение уровня фосфорилирования GSK3β по Ser9 в
гипоталамусе и печени может использоваться в
дальнейшем для апробации различных доз гангли-
озидов.

Комплекс mTOR(the mammalian target of rapa-
mycin)/p70S6K в гипоталамических нейронах ин-
тегрирует сигнальные пути, активируемые как гор-
монами (инсулином, лептином), так и нутриента-
ми, среди которых глюкоза и аминокислоты [44,
81–83]. Для p70S6K характерны высокая концен-
трация в ЦНС и участие в процессах биогенеза ри-
босом, контроле транскрипции генов и размера
клеток, а также в регуляции инсулинового сигна-
линга [84, 85]. Несмотря на то что данные о роли
p70S6K в развитии метаболических патологий про-
тиворечивы, общепризнанным является факт вли-
яния p70S6K на метаболизм глюкозы, пищевое по-
ведение и энергетический обмен [44, 82, 83, 86]. В
наших экспериментах наибольший уровень фос-

форилирования p70S6K по Thr389 наблюдался при
одновременном введении ИВИ и ИВГ контроль-
ным и диабетическим животным (КГИ и ДГИ), а
также в гипоталамусе диабетических крыс без ле-
чения (Д) (рис. 5а). Поскольку на фоне перси-
стентной активации p70S6K в отдельных районах
гипоталамуса при трансфекции каталитически ак-
тивной формы фермента у животных наблюдаются
снижение массы тела и повышение чувствительно-
сти тканей к инсулину [83], то совместное введение
ИВИ и ИВГ, по-видимому, обеспечивает макси-
мальную эффективность в передаче сигнала на пе-
риферию для контроля метаболизма, тогда как у
крыс группы Д такая взаимосвязь отсутствует.
Комплекс mTOR/p70S6K способен фосфорилиро-
вать IRS по остаткам Ser, подавляя инсулиновый
сигналинг по механизму отрицательной обратной
связи [87]. Способность ИВИ и ИВГ предотвра-
щать ингибирующее фосфорилирование IRS-бел-
ков по остаткам Ser в гипоталамусе при СД2, требу-
ет дальнейших исследований.

Активацию киназы, регулируемой внеклеточ-
ными сигналами, ERK1/2 при совместных ИВИ и
ИВГ диабетическим животным (рис. 5b) также
можно рассматривать как позитивный эффект, по-
скольку каскад митогенактивируемых протеинки-
наз, включающий ERK1/2, играет важную роль в
процессе ремиссии при метаболических расстрой-
ствах и вовлечен в нормализацию глюкозного го-
меостаза [45].

Несмотря на выраженную гипергликемию на
периферии, в гипоталамусе при СД2 наблюдается
состояние энергетического дефицита, что и явля-
ется причиной активации энергетического сенсора
АМРК (рис. 5c). Гипогликемия в мозге развивается
при нейродегенеративных заболеваниях, включая
болезнь Альцгеймера, называемую также диабетом
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3-го типа [79, 88]. Возникновение центральной ги-

погликемии связывают с изменением экспрессии

транспортеров глюкозы GLUT-1 и GLUT-3, внут-

риклеточными метаболическими дисфункциями,

нарушениями метаболизма тиамина, модифика-

цией церебральных сенсоров, таких как глюкоки-

наза. Проведенные нами иммуногистохимические

исследования показали снижение экспрессии

GLUT-3 в вентромедиальном ядре гипоталамуса у

крыс с СД2, причем совместное введение ИВИ и

ИВГ ее восстанавливало (данные не представле-

ны). Поскольку основная часть глюкозы поступает

в мозг через астроциты и транспортер GLUT-1, то

нельзя исключить, что ИВИ и ИВГ способствуют

восстановлению взаимодействий между нейрона-

ми и глией, что косвенно подтверждают наши дан-

ные по экспрессии маркерного белка глиальных

клеток GFAP (рис. 4b).

Нарушение центральной регуляции метаболиз-

ма глюкозы является одной из причин повышения

ее уровня натощак при СД2 [1, 4, 5, 89]. Гипергли-

кемия возникает не только вследствие сниженной

скорости поглощения глюкозы тканями, но и в ре-

зультате усиления глюконеогенеза в печени [90]. В

то же время изучение экспрессии ключевых генов

глюконеогенеза (PCK, G6PC и FBP) в печени крыс

с СД2 не выявило значимых их изменений по срав-

нению с контрольными животными (рис. 6b,c).

Однако лечение ИВГ+ИВИ снижало экспрессию

PEPCK (ген PCK) как у контрольных (КГИ), так и

у диабетических крыс (ДГИ). Фермент PEPCK ка-

тализирует одну из начальных стадий глюконеоге-

неза, поэтому изменение экспрессии его гена мо-

жет в большей мере влиять на скорость синтеза

глюкозы по сравнению с другими изученными ге-

нами глюконеогенеза (G6PC, FBP). Вариации в

экспрессии гена G6PC могут приводить к более

сложному паттерну изменений продукции глюко-

зы, поскольку кодируемая им глюкоза-6-фосфата-

за не только участвует в синтезе глюкозы de novo, но

и определяет ее локализацию [90]. Так как глюкоза

удерживается в клетке только в фосфорилирован-

ном состоянии, то активность глюкоза-6-фосфата-

зы и экспрессия ее гена G6PC должны рассматри-

ваться в совокупности с активностью киназ, катали-

зирующих фосфорилирование глюкозы, например,

глюкокиназы. Тем не менее наблюдаемое нами сни-

жение экспрессии гена G6PC в печени диабетиче-

ских животных как при лечении ИВГ, так и при

совместном лечении ИВГ и ИВИ свидетельствует о

том, что подавляется не только глюконеогенез, но

и вероятность перехода глюкозы из фосфоформы в

свободную, нефосфорилированную форму и ее

дальнейшая диффузия из клетки. Благодаря лече-

нию ИВГ+ИВИ увеличивается содержание мРНК

основного транспортера глюкозы в печени GLUT2

и синтазы жирных кислот FASN (рис. 6a,d). Таким
образом, совместное использование инсулина и
ганглиозидов через посредство ЦНС усиливает об-
менные процессы глюкозы в печени.

Инсулин и ганглиозиды способны восстанавли-
вать содержание важнейшего ростового и трофиче-
ского фактора BDNF в гипоталамусе, сниженную
при СД2 (рис. 7b,c). BDNF, как известно, за счет
усиления локального белкового синтеза оказывает
влияние на синаптическую пластичность [91]. Это
может лежать в основе мощного нейропротектор-
ного эффекта ИВГ, ИВИ и их комбинации, и хоро-
шо согласуется с данными о восстановлении этими
препаратами когнитивных функций, нарушенных
при неонатальной модели СД2 у крыс [34].

Подводя итоги, следует отметить, что совмест-
ные интраназальные введения инсулина и гангли-
озидов крысам с СД2 позволяют добиться восста-
новления толерантности к глюкозе, улучшения
чувствительности тканей к инсулину, а также уси-
ления обменных процессов и подавления глюко-
неогенеза в печени, влияя на экспрессию ключе-
вых генов глюконеогенеза в гепатоцитах. Это про-
исходит во многом благодаря центральному
синхронизированному влиянию инсулина и ган-
глиозидов на функциональную активность ключе-
вых белков инсулинового сигналинга (GSK3β,
p70S6K, ERK1/2, AMPK) в гипоталамусе, а также
восстановлению экспрессии BDNF в гипоталами-
ческих нейронах.
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Effects of Intranasally Administered Insulin and Gangliosides 
on Hypothalamic Signaling and Expression of Hepatic Gluconeogenesis Genes 

in Rats with Type 2 Diabetes Mellitus
I. O. Zakharovaa,#, L. V. Bayunovaa, K. V. Derkacha, I. O. Ilyasova,

I. Yu. Morinaa, A. O. Shpakova and , and N. F. Avrovaa

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: zakhar@iephb.ru

The insulin signaling system in hypothalamic neurons plays an important role in the central regulation of glucose
metabolism, feeding behavior, and tissue sensitivity to insulin. A decrease in the brain insulin level in metabolic
disorders, including diabetes, is the cause of low activities of the key protein kinases regulated through the insulin
signaling system. Insulin deficiency in the brain can be compensated by intranasal insulin administration, which
allows a direct hormone delivery to the brain. The efficacy of this method can be increased by insulin co-admin-
istration with substances enhancing its effects in the brain, such as complex glycosphingolipids and gangliosides.
This work was aimed to study the effects of individual versus cooperative intranasal administration of insulin
(0.5 IU/rat/day) and gangliosides (6 mg/kg/day) to Wistar rats with experimental type 2 diabetes mellitus (DM2)
on the activity of key components of insulin signaling in the hypothalamus (Akt, GSK-3β, ERK1/2, p70S6K,
AMPK), as well as on the expression of genes responsible for glucose metabolism in the liver (GLUT2, FASN,
PCK, G6PC, FBP). It was found that intranasal co-administration of insulin and gangliosides to rats with DM2
restores glucose tolerance, improves tissue insulin sensitivity, enhances metabolic processes, and inhibits gluco-
neogenesis in hepatocytes. This occurs largely due to the central synchronized effect of insulin and gangliosides
on the functional activity of key insulin signaling proteins in the hypothalamus (GSK3β, p70S6K, ERK1/2,
AMPK), as well as BDNF expression recovery and a decrease in mRNA levels of the proinflammatory cytokine
IL-1β in hypothalamic neurons. Thus, intranasal co-administration of insulin and gangliosides to rats with DM2
restores to a large extent hypothalamic insulin signaling and the control of hepatic gluconeogenesis, impaired un-
der conditions of diabetic pathology.

Keywords: insulin, gangliosides, intranasal administration, hypothalamus, signaling pathways, type 2 diabetes
mellitus
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