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Инсулин является одним из наиболее перспективных нейропротекторов. Существенным пробелом в
понимании механизма его действия является отсутствие данных о том, способен ли он предотвращать
аутофагическую гибель нейронов. Целью нашей работы были оценка вклада аутофагии и апоптоза в
гибель нейронов коры мозга крыс в культуре при окислительном стрессе и изучение способности
инсулина предотвращать эту гибель и ингибировать процессы аутофагии и апоптоза в нервных
клетках. Изучено влияние перекиси водорода и инсулина на уровень двух основных маркеров
аутофагии (LC3BII и SQSTM1/p62) и маркера апоптоза (расщепленная каспаза-3). Для оценки жиз-
неспособности нейронов использовали МТТ-тест, для измерения уровня маркерных белков применя-
ли иммуноблоттинг. Найдено, что окислительный стресс вызывает активацию аутофагии и апо-
птоза в нейронах. Это проявляется в достоверном увеличении маркеров аутофагии LC3B-II и апо-
птоза (расщепленной каспазы-3) и в снижении уровня белка SQSTM1/p62. Содержание
SQSTM1/p62, участвующего в образовании аутофагосом, снижается при активации аутофагии, т.к.
белок подвергается деструкции в лизосомах. Перекись водорода вызывает аутофагическую и апо-
птотическую гибель нейронов, о чем свидетельствует значительное увеличение жизнеспособности
нейронов в условиях окислительного стресса при действии ингибиторов аутофагии (3-метиладе-
нина) и апоптоза (z-DEVD-FMK). В свою очередь инсулин, предотвращая гибель нейронов при окис-
лительном стрессе, препятствует развитию аутофагии, вызывая снижение уровня липидированной
формы LC3B-II и увеличение уровня SQSTM1/p62, и апоптоза, уменьшая уровень расщепленной кас-
пазы-3. Защитное действие инсулина опосредуется активацией специфических сигнальных путей, свя-
занных с рецепторами инсулина и IGF-1. Так, ингибитор рецепторов инсулина и IGF-1 BMS-754807
полностью блокирует нейропротекторный эффект инсулина. Таким образом, ярко выраженная акти-
вация аутофагии при окислительном стрессе является одной из причин гибели нейронов, а защита
нейронов инсулином связана с подавлением не только апоптотической, но и аутофагической гибели
этих клеток.
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ВВЕДЕНИЕ
Инсулин, относящийся к числу основных ро-

стовых и трофических факторов, в настоящее вре-
мя рассматривается как один из наиболее перспек-
тивных нейропротекторов. Так, было показано,
что при его интраназальном введении он оказывает
защитный эффект на нейроны мозга и улучшает
когнитивные функции при таких нейродегенера-
тивных болезнях, как болезнь Альцгеймера и Пар-
кинсона. Позитивный эффект интраназального
введения инсулина (ИВИ) в большой мере обу-
словлен тем, что при таком способе доставки он
попадает непосредственно в мозг, минуя гематоэн-

цефалический барьер [1, 2]. При этом хорошо вы-
раженный защитный эффект такого введения ин-
сулина выявлен не только в опытах на животных [3,
4], но и при клинических испытаниях ИВИ людям
(см., например, [5–7]).

Защитный эффект инсулина при его интрацере-
бровентрикулярном [8] и системном введении
(см., например, [9, 10]) показан и при ишемиче-
ском поражении мозга млекопитающих. Но рабо-
ты по изучению способности интраназально вве-
денного инсулина предотвращать гибель нейронов
мозга при его ишемическом поражении и последу-
ющей реперфузии практически отсутствуют. Ис-
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ключением являются лишь несколько работ нашей
лаборатории, посвященных изучению способно-
сти инсулина нормализовать метаболические на-
рушения у молодых и старых крыс при глобальной
ишемии переднего мозга [11, 12].

Влияние инсулина, введенного животным или
людям, на аутофагическую гибель нейронов мозга
при нейродегенеративных и ишемических воздей-
ствиях на мозг остается пока почти не изученным.
Серьезным пробелом в изучении механизма ней-
ропротекторного эффекта инсулина является так-
же отсутствие данных о его влиянии на процессы
аутофагии и аутофагической гибели нервных кле-
ток, вызванной токсическими воздействиями, в
опытах in vitro. И это, несмотря на большой инте-
рес в современных научных исследованиях к той
роли, которую играет аутофагия в гибели нейронов
при патологических процессах различной этиоло-
гии. Долгое время полагали, что активация аутофа-
гии носит преимущественно защитный характер.
При этом считалось, что для понимания протек-
торного действия тех или иных соединений на
нервные клетки важно расшифровать преимуще-
ственно механизмы их антиапоптотического и ан-
тинекротического действия. Но затем во многих
работах было показано, что чрезмерная активация
аутофагии может приводить к гибели нейронов, а
вещества, ингибирующие процессы аутофагии, об-
ладают свойствами нейропротекторов [13–17].
Стало ясно, что невозможно достичь понимания
нарушений в мозге при различных видах патологи-
ческих процессов и оценить механизм защитного
действия нейропротекторов без изучения в том
числе и аутофагической гибели нейронов. По-ви-
димому, сигнальные молекулы и внутриклеточные
каскады, ответственные за регуляцию аутофагии,
могут стать одной из важнейших терапевтических
мишеней при лечении различных поражений ЦНС
[18–20]. Недавно нами было впервые показано
[21], что интраназальное введение инсулина кры-
сам практически предотвращает аутофагическую и
апоптотическую гибель нейронов в CA1 районе
гиппокампа при глобальной ишемии переднего
мозга и уменьшает ее в коре мозга. Актуальным яв-
ляется дальнейшее изучение способности инсули-
на подавлять процессы аутофагии и аутофагиче-
ской гибели нейронов при неблагоприятных воз-
действиях в опытах in vivo и in vitro, а также
расшифровка механизмов его ингибирующего
влияния. Так, в литературе пока отсутствуют дан-
ные о том, что инсулин способен нормализовать
изменения в нервных клетках основных маркеров
аутофагии, таких как LC3B-II, SQSTM1/p62 или
Beclin-1, свидетельствующие о ее активации, вы-
званной какими-либо патологическими воздей-
ствиями на нейроны.

Целью настоящей работы было определение
влияния инсулина, перекиси водорода и ингибито-
ров аутофагии и апоптоза (3-MA и z-DEVD-FMK

соответственно) на жизнеспособность нейронов
коры мозга крыс in vitro, а также на содержание в
них маркеров аутофагии и апоптоза. Для понима-
ния возможного механизма этих эффектов инсули-
на интерес представляют данные о модуляции ин-
сулином ряда протеинкиназ, полученные нами на
культуре нейронов коры мозга крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы. 3-(4,5–диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолия бромид (МТТ), перекись во-
дорода, инсулин и додецилсульфат натрия были
приобретены у фирмы Sigma (США). Диметилфор-
мамид закуплен у фирмы Вектон (Россия). Среда
для культивирования нейронов “Нейробазаль-
ная”, аланил-глутамин и бессывороточная росто-
вая добавка “НейроМакс” изготовлены компанией
ООО НПП “ПанЭко” (Россия), тогда как росто-
вой комплимент B-27 без инсулина был куплен
у фирмы Invitrogen (США). Ингибиторы ауто-
фагии 3-метиладенин (3-MA) и тирозинкиназно-
го домена рецепторов IGF-1 и инсулина BMS-
754807 были получены от фирмы Sigma (США),
ингибитор каспазы-3 и апоптотической гибели
клеток z-DEVD-FMK – от BLDpharm (Китай).
Экспрессию маркеров аутофагии LC3B-II и
SQSTM1/p62, активность ряда протеинкиназ и со-
держание про- и антиапоптотических белков Bax и
Bcl-2, соответственно, изучали с помощью специ-
фических антител, характеристика которых пред-
ставлена в разделе методов исследования, описы-
вающих иммуноблоттинг.

Выделение и культивирование нейрональных кле-
ток из коры мозга эмбрионов крыс. Нейрональные
клетки выделяли из развивающегося мозга эмбри-
онов крыс линии Вистар на 17–18-й день разви-
тия с помощью модифицированного метода Дих-
тера [22], как это описано ранее [23]. Выделен-
ные клетки высеивали в 48-луночные планшеты,
покрытые поли-D-лизином, по 2.9 × 105 кле-
ток/лунку для определения жизнеспособности
МТТ-методом и в 12-луночные планшеты в кон-
центрации 1.1 × 106 клеток/лунку для анализа экс-
прессии белков методом иммуноблоттинга. Для
этого использовали Нейробазальную среду
(ПанЭко, Россия), содержащую 2% ростовой до-
бавки НейроМакс, 1% аланил-глутамин, пеницил-
лин G (100 U/мл)/стрептомицин (100 мкг/мл)
(полная ростовая среда). Клетки снабжали свежей
средой каждые 3 дня, для этого отбирали половину
объема из каждой лунки и добавляли аналогичный
объем свежей среды. Опыты начинали проводить
на 6–7-й день культивирования клеток.

Определение жизнеспособности нейронов коры
мозга в культуре МТТ-методом. Прежде чем перей-
ти к опытам по определению жизнеспособности
нейронов, первичную культуру дважды промывали
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стерильным фосфатным буфером (DPBS). Затем
клетки переводили в Нейробазальную среду, со-
держащую 1% ростовой добавки B-27 без инсулина
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, США), в этой
среде их оставляли на ночь. На следующий день ней-
роны преинкубировали с 1 мкМ инсулина в течение
1 ч или с 5 мМ 3-MA или с 5 мкМ z-DEVD-FMK в те-
чение 0.5 ч в Нейробазальной среде, содержащей
1% ростовой добавки B-27 без инсулина. По окон-
чании преинкубации с инсулином и ингибиторами
окислительный стресс, длительность которого со-
ставляла 8 ч, инициировали 50 мкМ Н2О2. Опреде-
ление жизнеспособности нейронов проводили, ис-
пользуя МТТ метод, основанный на восстановле-
нии митохондриями жизнеспособных клеток МТТ
в окрашенный МТТ-формазан [24]. В клеточную
среду вносили МТТ в конечной концентрации
0.5 мг/мл за 2 ч до окончания инкубации (с переки-
сью водорода или без нее). Для солюбилизации кри-
сталлов формазана в лунки добавляли по 150 мкл ли-
зирующего буфера, представляющего собой 20%-ный
раствор додецилсульфата натрия в 50%-ном диме-
тилформамиде в 0.1 N соляной кислоте. Экстинк-
цию контрольных проб принимали за 100%, экс-
тинкции остальных проб выражали в процентах от
контроля. Для определения защитного эффекта
инсулина и других соединений рассчитывали, ги-
бель какого числа нейронов при токсическом дей-
ствии перекиси водорода удалось предотвратить
благодаря применению каждого из протекторов
(“rescue rates”). Для этого вычисляли разницу меж-
ду значениями экстинкций проб, выраженных в %
по отношению к 100%-ному контролю, при дей-
ствии на нейроны одной перекиси водорода и это-
го прооксиданта после преинкубации клеток с ин-
сулином. Эту величину делили на разницу между
значением контрольных проб (100%) и соответству-
ющим значением проб, подвергнутых действию пе-
рекиси водорода. Полученный результат умножали
на 100. При отсутствии защитного эффекта инсули-
на числитель равен 0, как и процент клеток, гибель
которых была предотвращена инсулином.

Определение влияния инсулина на уровень марке-
ров аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62) и апоптоза
(расщепленной каспазы-3, соотношение Bax/Bcl-2),
на активность протеинкиназы B (Akt), киназы гли-
когенсинтазы-3бета (GSK-3beta), аденозин моно-
фосфат-активируемой протеинкиназы (AMPK) в
нейронах коры мозга методом иммуноблоттинга.
Для иммуноблоттинга нейроны коры мозга высеи-
вали в 12-луночные планшеты в количестве
1.1 × 106 клеток/лунку в полной ростовой среде. За
12 ч до начала эксперимента нейрональную культу-
ру после 2 кратной промывки DPBS переводили в
Нейробазальную среду, содержащую 1% ростовой
добавки B-27 без инсулина. На следующий день
клетки преинкубировали с 1 мкМ инсулина в тече-
ние 1 ч. Для определения активности протеинки-
назы B (Akt), GSK-3beta, AMPK по уровню их фос-

форилированных форм, а также соотношения
уровня Bax и Bcl-2 окислительный стресс иниции-
ровали 100 мкМ Н2О2 в течение 6 ч и в ряде случаев
в течение более короткого промежутка времени,
как это указано на рис. 4 и 5. По окончании воздей-
ствия нейроны коры мозга промывали 2 раза охла-
жденным фосфатным буфером. Клетки лизирова-
ли в 60 мкл буфера, содержащего 50 мМ Трис
(рН 8.0), 150 мМ NaCl, 1% NP-40, 0.25% деоксихо-
лата натрия, 50 мМ NaF, 1 мМ Na3VO4, 1 мМ пиро-
фосфата натрия, 1 мМ глицерофосфата натрия,
1 мМ фенилметилсульфонил фторида (PMSF) и
протеазный ингибиторный коктейль (Roche,
Швейцария). Концентрацию белка в пробах опре-
деляли по модифицированному методу Лоури [25].
Белки разделяли в 13%-ном полиакриламидном ге-
ле, после чего осуществляли перенос на PVDF
мембрану с размером пор 0.2 мкм (Bio-Rad, США).
Сайты неспецифического связывания мембран
блокировали, как описано ранее [26].

О влиянии инсулина на процессы аутофагии и
апоптоза судили по уровню экспрессии маркерных
белков LC3B-II и SQSTM1/p62, а также накопле-
нию расщепленного фрагмента каспазы-3 (cleaved
caspase-3 с молекулярной массой 17-19 kDa) с по-
мощью специфических антител к LC3B-II (1: 1000,
Cell Signaling, США), SQSTM1/p62 (1: 1000, Ser-
viceBio, Китай) и к cleaved-Casp-3 (1: 1000, Cell Sig-
naling, США). Для учета вариативности при загруз-
ке проб осуществлялась нормализация с помощью
антитела к GAPDH (1: 3000, Affinity Biosciences,
Китай), которая выполнялась после стриппинга.
Для изучения роли аутофагии и апоптоза в гибели
нейронов и при исследовании экспрессии маркер-
ных белков аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62) и
апоптоза (расщепленная каспаза-3 с молекулярной
массой 17–19 kDa) в условиях окислительного
стресса использовались ингибиторы аутофагии
(3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK). Действие ин-
сулина блокировалось с помощью ингибитора ти-
розинкиназного домена рецепторов IGF-1 и инсу-
лина 1 мкМ BMS-754807.

Об активности протеинкиназ судили по количе-
ству их фосфорилированных форм, выявляемых с
помощью специфических моноклональных анти-
тел. Степень активации протеинкиназы В (Akt)
определяли по уровню pAkt (Ser473) (1: 1000, Cell Sig-
nalling, США), степень инактивации GSK 3-beta – по
количеству pGSK-3beta (Ser9) (1: 1000, Cell Signal-
ling, США), степень активации протеинкиназы
AMPK – по уровню pAMPK (Thr172) (1: 1000, Cell
Signalling, США). Уровень проапоптотического
белка Bax и антиапоптотического белка Bcl-2 вы-
являли с помощью антител к данным белкам
(1:1000, Cell Signalling, США). Для нормализации
данных мембраны после стриппинга инкубирова-
ли с антителами к суммарной форме протеинкиназ
Akt, GSK-3beta, AMPK-альфа (1:1000, Cell Signalling,
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США). Для нормализации данных по уровню сум-
марной формы ферментов применяли альфа-тубу-
лин (1: 2000, Cell Signalling, США) или GAPDH. Дан-
ные представляли в виде соотношения pAkt
(Ser473)/Akt, pGSK-3beta (Ser9)/GSK-3beta, pAMPK-
alpha (Thr172)/AMPK-alpha, Bax/альфа-тубулин,
Bcl-2/альфа-тубулин, которое принимали за 1.0 в
контрольных клетках. Также рассчитывали соот-
ношение Bax/Bcl-2, которое в контрольных клет-
ках принималось за 100%.

В качестве вторичных антител использовали ан-
тимышиные или антикроличьи IgG, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (Cell Signaling Tech-
nology, США). Сигнал пероксидазы хрена усилива-
ли с помощью реагентов Novex ECL HRP
Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen,
США). Пленки с сигналом хемилюминесценции
сканировались на сканере Canon (CanoScan
8800F). Для количественного определения оптиче-
ской плотности иммунопозитивных полос исполь-
зовали программу Bio7.

Статистическая обработка. Статистическую
достоверность различий определяли, используя t
критерий Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при р < 0.05. Все данные представлены как
среднее арифметическое значение ± стандартная
ошибка среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Одной из целей нашего исследования было изу-
чение способности инсулина, c одной стороны, и
ингибиторов аутофагии (5 мМ 3-МА) и апоптоза
(5 мкМ z-DEVD-FMK), с другой стороны, умень-
шать гибель нейронов коры мозга крыс в культуре
от токсического действия перекиси водорода. Ре-
зультаты выражали в “rescue rates”, величинах, по-

казывающих, гибель какой части нейронов от ток-
сического действия перекиси водорода удалось
предотвратить тому или иному протектору (табл. 1).
Поясним это на основании одного из опытов, в ко-
торых мы определяли защитный эффект инсулина.
Количество клеток в контроле (и, соответственно,
экстинкцию проб) принимали за 100%. При дей-
ствии на нейроны коры мозга крыс 50 мкМ пере-
киси водорода живыми в этом опыте оставались
75.3% нейронов (погибали 24.7% нейронов). А по-
сле преинкубации клеток с 1 мкМ инсулина при
последующем действии той же концентрации пе-
рекиси водорода число выживших нейронов соста-
вило 88.3% от контроля (погибали 11.7% нейро-
нов). Эти данные показывают, что при преинкуба-
ции нейронов с инсулином погибло от действия
перекиси водорода на 13% меньше нейронов от их
общего числа в контроле (24.7% – 11.7% = 13%).
При этом их гибель от действия одной перекиси
водорода составляет 24.7% от числа клеток в кон-
троле, поэтому “rescue rate” составляет для инсули-
на в этом опыте 52.6% [(13.0/24.7) × 100].

При усреднении данных, полученных в 6 опы-
тах, мы получаем величину “rescue rate” для инсу-
лина, равную 50.2 ± 8.0% (табл. 1). Эти данные по-
казывают, что инсулин спасает от гибели при ток-
сическом действии перекиси водорода на нейроны
коры мозга в условиях наших опытов в среднем
примерно половину клеток.

Таким же образом, как и для инсулина, на-
ми вычислялись “rescue rates” для 3-МА и для
z-DEVD-FMK. Полученные данные показали, что
аутофагия и апоптоз являются основными причи-
нами гибели нейронов при действии на них пере-
киси водорода. Так, ингибитор аутофагии 3-MA
при действии на нейроны предохранял от гибели
34.8 ± 6.3% клеток, что, как мы считаем, отражает,
какой процент нейронов коры мозга гибнет от
чрезмерной активации аутофагии в условиях окис-
лительного стресса в опытах in vitro (табл. 1). Не
меньший процент клеток, по-видимому, гибнет от
апоптоза. Так, найдено, что ингибитор каспазы-3
z-DEVD-FMK при преинкубации с ним нейронов
предохраняет от гибели 38 ± 7.5% нейронов
(табл. 1). Различия в числе клеток, гибнущих от
аутофагии и апоптоза, не являются достоверными.

Интересно, что при совместном действии инсу-
лина и ингибитора аутофагии 3-MA защитный эф-
фект (“rescue rates”) был достоверно выше (табл. 2),
чем при действии одного ингибитора или одного
инсулина (p < 0.05 по t критерию Стьюдента мето-
дом попарных сравнений). Эти данные получены в
отдельной серии опытов. В этой серии наблюда-
лись более низкие значения “rescue rates” для инсу-
лина (27.8 ± 5.0% при n = 3 и 41.0 ± 5.5% при n = 4
по сравнению с 50.2 ± 5.0% при n = 6 в табл. 1). Это
свидетельствует о существенном разбросе данных
по защитному эффекту инсулина между отдельны-

Таблица 1. Защитный эффект инсулина и ингибиторов
аутофагии (3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK) в нейро-
нах коры мозга крыс в условиях окислительного стресса

Примечание. Данные представляют собой среднее ± SEM из
6‒8 опытов. Нейроны преинкубировали с 1 мкМ инсулина в
течение 1 ч или с 5 мМ 3-MA или с 5 мкМ z-DEVD-FMK в те-
чение 0.5 ч, затем на них воздействовали 50 мкМ перекиси во-
дорода в течение 8 ч. Определение жизнеспособности нейро-
нов проводили, используя МТТ метод. Для определения за-
щитного эффекта вычисляли, гибель какого процента
нейронов от токсического действия перекиси водорода уда-
лось предотвратить благодаря применению каждого из про-
текторов (“rescue rates”).

Протектор Достоверность 
защитного эффекта

1 мкМ инсулин 50.2 ± 8.0% p < 0.01
5 мМ 3-MA 34.8 ± 6.3% p < 0.001
5 мкМ 
z-DEVD-FMK

38.4 ± 7.5% p < 0.01
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ми опытами, которые ставились в разные дни, ино-
гда с большим разрывом по срокам их проведения.
При этом, если бы в каждой серии опытов было бы
проведено по 6 опытов, как в табл. 1, то, по-види-
мому, различия не были бы столь заметны, как при
3 или 4 опытах. При действии инсулина и z-DEVD-
FMK совместная способность этих соединений
предотвращать гибель нейронов коры мозга была
также выше (табл. 2), чем защитный эффект каж-
дого из этих соединений (p < 0.05). Совокупность
полученных данных позволяет полагать, что инсу-
лин способен предотвращать как аутофагическую,
так и апоптотическую гибель нейронов в условиях
окислительного стресса.

Наряду с этим необходимо было также показать
способность инсулина нормализовать уровень
маркеров аутофагии в нейронах коры мозга крыс в
культуре, измененный при активации аутофагии
под действием перекиси водорода на эти клетки.
Нами было изучено влияние перекиси водорода и
преинкубации с инсулином на разных сроках воз-
действия прооксиданта на уровень двух маркеров
аутофагии LC3B-II и SQSTM1/p62 в нейронах. Как
видно из данных, приведенных на рис. 1а, досто-
верное увеличение в нейронах уровня такого мар-
кера аутофагии, как LC3B-II, представляющего
липидированную форму LC3B (в отличие от рас-
творимой формы LC3B-I), наблюдается через 4 и
6 ч после инициации окислительного стресса, но
уже через 1 и 2 ч после начала действия перекиси
водорода проявляется тенденция к увеличению в
нейронах уровня этого маркера. Хотя инсулин не
оказывает воздействия на уровень LC3B-II в кон-
трольных нейронах, но он достоверно снижает экс-
прессию этого маркера уже через 1 и 2 ч после на-
чала действия перекиси водорода (рис. 1a). Осо-
бенно большое и также достоверное снижение
содержания этого маркера аутофагии до контроль-
ных величин наблюдается через 4 и 6 ч после начала
действия перекиси водорода. Эти данные неопро-

вержимо свидетельствуют о способности инсулина
подавлять чрезмерную активацию аутофагии в
нейронах коры мозга, подвергнутых действию пе-
рекиси водорода, в опытах in vitro.

Такого рода данные были подтверждены и при
изучении динамики изменения другого маркера
аутофагии SQSTM1/p62 (рис. 1b). Содержание
убиквитин-связывающего каркасного белка
SQSTM1/p62, участвующего в образовании ауто-
фагосом, напротив, имеет обратную корреляцию с
активацией аутофагии, так как этот белок подвер-
гается деструкции в лизосомах. Как известно, этот
маркер достоверно снижается в клетках или тканях
при активации процессов аутофагии и возрастает
при ее подавлении. Как видно из данных, пред-
ставленных на рис. 1b, уровень этого маркера при
действии одной перекиси водорода мало меняется
по сравнению с контролем через 0.5, 1 и 2 ч от на-
чала действия перекиси водорода на нейроны.
При этом через 4 и 6 ч после инициации окисли-
тельного стресса происходит значительное, почти
двукратное снижение уровня этого маркера в ней-
ронах. Это, как и увеличение уровня LC3B-II, сви-
детельствует о значительной активации процессов
аутофагии в нервных клетках на этих сроках после
начала воздействия прооксиданта. Преинкубация
с инсулином значительно и достоверно повышает
уровень SQSTM1/p62 в нейронах до контрольных
величин через 4 и 6 ч после начала действия пере-
киси водорода. Статистически значимое повыше-
ние уровня этого маркера под влиянием инсулина
имеет место и через 2 ч после начала действия про-
оксиданта. Таким образом, данные, полученные
при изучении изменения уровня двух маркеров
аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62), свидетель-
ствуют об ингибировании инсулином чрезмерной
активации процессов аутофагии в условиях окисли-
тельного стресса, о способности инсулина снижать
ее интенсивность практически до уровня контроля.

Таблица 2. Защитный эффект совместного применения инсулина и 3-MA или инсулина и z-DEVD-FMK при окис-
лительном стрессе

Примечание. Данные представлены как среднее ± SEM из 3–4 опытов. Достоверность различий вычисляли, используя метод по-
парных сравнений по t критерию Стьюдента. Нейроны преинкубировали с 1 мкМ инсулина в течение 1 ч или с 5 мМ 3-MA или
с 5 мкМ z-DEVD-FMK в течение 0.5 ч или с инсулином и одним из ингибиторов. Остальная информация приведена в примеча-
нии к табл. 1.

Протектор Rescue rates Число опытов
Достоверность различий по сравнению 

с защитным эффектом одного
из соединений

1 мкМ инсулин 32.5 ± 10.1% n = 3
5 mM 3-MA 27.8 ± 5.0% n = 3
1 мкМ инсулин + 5мМ 3-MA 57.4 ± 10.5% n = 3 p < 0.05 vs эффект 1 мкМ инсулина

p < 0.05 vs эффект 5 мМ 3-MA
1 мкМ инсулин 41.0 ± 5.5% n = 4
5 мкМ z-DEVD-FMK 38.9 ± 2.5% n = 4
1 мкМ инсулин + 5 мкМ z-DEVD-FMK 62.3 ± 5.9% n = 4 p < 0.05 vs эффект 1 мкМ инсулина

p < 0.05 vs эффект 5мкМ z-DEVD-FMK
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Следует отметить, что в присутствии BMS-
754807, ингибитора рецепторов инсулина и IGF-1,
эффект инсулина на уровень маркеров аутофа-
гии LC3B-II и SQSTM1/p62 полностью пропадал
(рис. 2b и 2d), в этом случае уровень маркеров
аутофагии при действии на нейроны инсулина и
перекиси водорода достоверно не отличался от их
уровня при действии одного прооксиданта. Эти
данные свидетельствуют о том, что нейропротек-
торное действие инсулина при чрезмерной актива-
ции аутофагии в нервных клетках опосредуется че-
рез рецепторы самого инсулина и IGF-1.

Изучалось также воздействие ингибиторов
аутофагии и апоптоза на уровень маркеров аутофа-
гии в нейронах коры мозга в условиях окислитель-
ного стресса. Ингибитор аутофагии (3-MA) досто-
верно снижал содержание LC3B-II в нейронах,
увеличенное под действием перекиси водорода
(рис. 2b) до уровня, характерного для контроля.
При этом этот ингибитор, напротив, достоверно
повышал, практически также до контрольных ве-
личин, уровень другого маркера аутофагии –

SQSTM1/p62, который значительно и достоверно
снижался в нейронах при действии на них переки-
си водорода (рис. 2d). Эти данные показывают, что
при действии такого прооксиданта, как перекись
водорода, в нейронах коры мозга происходит акти-
вация аутофагии, тогда как преинкубация клеток с
ингибитором аутофагии, как и следовало ожидать,
предотвращает изменения экспрессии характер-
ных для данного процесса маркеров, делая их уро-
вень сходным с уровнем в контроле.

Представляло интерес также проверить, оказы-
вает ли влияние интенсивность апоптотических
процессов, развивающихся при действии проокси-
данта, на интенсивность аутофагии. Однако нами
не выявлено достоверных изменений в уровне обо-
их изученных маркеров аутофагии под воздействи-
ем z-DEVD-FMK, ингибитора каспазы-3 и апо-
птотических процессов (рис. 2b и 2d). Уровень
LC3B-II и SQSTM1/p62 в нейронах коры мозга под
воздействием перекиси водорода и z-DEVD-FMK
достоверно не отличался от их уровня, наблюдав-
шегося при действии одной перекиси водорода.

Рис. 1. Эффект инсулина и перекиси водорода на уровень маркеров аутофагии (LC3B-II и SQSTM1/p62) в нейронах коры
мозга крыс на разных этапах развития окислительного стресса. (a) и (b) – изменение уровня LC3B-II, (c) и (d) – измене-
ние уровня sqstm1/p62. (a) и (c) – иммуноблоты, (b) и (d) – результаты денситометрии проведенных опытов (n = 4–5)
представлены как среднее ± SEM. Нейроны коры мозга крыс преинкубировали в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, а затем
подвергали воздействию 100 мкМ перекиси водорода в течение разного времени. Сокращения на рисунке: HP – перекись
водорода, Ins – инсулин. Различия достоверны по сравнению с контрольными величинами: * – p < 0.05, ** – p < 0.02, по
сравнению с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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Перекись водорода достоверно увеличивала
(более, чем в 2 раза) активность каспазы-3 (содер-
жание расщепленного фрагмента 17–19 кДа) в ней-
ронах коры мозга (p < 0.02) через 6 ч после ее добав-
ления (рис. 3a). Через 4 ч после аппликации про-
оксиданта активность каспазы-3 возрастала в
1.5 раза, но большой разброс данных делал это уве-
личение недостоверным. Инсулин достоверно
снижал активность каспазы-3, а значит и апопто-
тическую гибель клеток через 6 ч после апплика-
ции перекиси водорода (рис. 3a). На некоторых бо-
лее ранних сроках окислительного стресса, напри-
мер, через 2 ч после начала действия перекиси
водорода, наблюдалась тенденция к снижению
расщепленной каспазы-3 (17–19 кДа), но различия
не были достоверными (p = 0.06).

Нами было показано (рис. 3b) увеличение ак-
тивности каспазы-3 через 6 ч после аппликации
перекиси водорода, и снижение активации каспа-

зы-3 под влиянием преинкубации с инсулином на
этом сроке воздействия перекиси водорода (p < 0.02).
Интересно отметить, что в присутствии ингибито-
ра рецепторов инсулина и IGF-1 (BMS-754807) эф-
фект инсулина полностью исчезал (рис. 3d).
Это свидетельствует о том, что инсулин осуществ-
ляет свое антиапоптотическое действие на нейро-
ны коры мозга в культуре, взаимодействуя со свои-
ми рецепторами и рецепторами IGF-1 на этих
клетках.

Мы попытались также выявить, используя ин-
гибитор 3-MA, влияние ингибирования аутофагии
на интенсивность апоптоза и апоптотической ги-
бели клеток. Однако в условиях окислительного
стресса в присутствии ингибитора аутофагии 3-МА
накопление расщепленного фрагмента каспазы-3
(17–19 кДа), показывающее степень гибели нейро-
нов от апоптоза, в условиях наших опытов не пре-
терпевало достоверных изменений (рис. 3d).

Рис. 2. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK) на уровень маркеров аутофагии
(LC3B-II and SQSTM1/p62) в нейронах коры мозга крыс в культуре, подвергнутых действию перекиси водорода. (a) и (b) – из-
менение уровня LC3B-II, (c) и (d) – изменение уровня SQSTM1/p62. (a) и (c) – иммуноблоты, (b) и (d) – результаты ден-
ситометрии проведенных опытов (n = 6) представлены как среднее ± SEM. Нейроны коры мозга крыс преинкубировали
в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, либо в течение 30 мин с 5 мМ 3-MA или 5 мкМ z-DEVD-FMK, а затем подвергали воз-
действию 100 мкМ перекиси водорода в течение 6 ч. Сокращения на рисунке: HP – перекись водорода, 3-MA – 3-мети-
ладенин, BMS – BMS-754807 (ингибитор рецепторов инсулина и IGF-1). Различия достоверны по сравнению с контроль-
ными величинами: * – p < 0.05, ** – p < 0.02, по сравнению с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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Перед нами стояла также задача выявить, влия-
нием на какие сигнальные пути можно объяснить
ингибирование инсулином аутофагии и аутофаги-
ческой гибели клеток, а также апоптоза и апопто-
тической гибели клеток. Для этого мы проверили,
как влияют в условиях наших опытов перекись во-
дорода и инсулин на активность протеинкиназ Akt,
GSK3-beta и AMPK и на соотношение проапопто-
тического белка Bax и антиапоптотического белка
Bcl-2 (Bax/Bcl-2).

Как видно из представленных на рисунке дан-
ных, активность протеинкиназы B (Akt) в нейронах
коры мозга через 6 ч после аппликации перекиси
водорода мало отличается от контрольных величин
(рис. 4b). Но, если клетки в культуре преинкубиро-

вали с инсулином, то активность Akt остается
очень высокой и через 6 ч после воздействия пере-
киси водорода, при этом она более, чем в 6 раз пре-
вышает активность в контроле и при действии од-
ной перекиси водорода (рис. 4a). Активация Akt ле-
жит в основе защитного действия инсулина.
Хорошо известно и документировано антиапопто-
тическое действие инсулина, основанное на акти-
вации Akt. В его реализации важную роль играет
инактивация при действии Akt протеинкиназы
GSK-3beta благодаря ее фосфорилированию по
Ser9. Как видно из данных, представленных на ри-
сунке, через 6 ч после аппликации перекиси водо-
рода активность этой протеинкиназы в нейронах
мало отличается от контрольных величин. Но, если

Рис. 3. Эффект инсулина и ингибиторов аутофагии (3-MA) и апоптоза (z-DEVD-FMK) на уровень расщепленной каспа-
зы-3 (маркер апоптоза) в нейронах коры мозга крыс в культуре, подвергнутых действию перекиси водорода. (a) и (b) – эф-
фект инсулина и перекиси водорода на уровень расщепленной каспазы-3 (17–19 кДа) в нейронах на разных этапах разви-
тия окислительного стресса. (с) и (d)– эффект инсулина, 3-MA и z-DEVD-FMK на уровень расщепленной каспазы-3 (17–
19 кДа) в нейронах на позднем этапе действия перекиси водорода (6 ч). (a) и (c) – иммуноблоты, (b) и (d) – результаты
денситометрии проведенных опытов (n = 4–5 для B и n = 6 для D) представлены как среднее ± SEM. Нейроны коры мозга
крыс преинкубировали в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина или в течение 30 мин c 3-MA или с z-DEVD-FMK, а затем подвер-
гали воздействию 100 мкМ перекиси водорода в течение разного времени. Сокращения на рисунке: HP – перекись водо-
рода, Ins – инсулин, 3-MA – 3-метиладенин, BMS – BMS-754807 (ингибитор рецепторов инсулина и IGF-1). Разли-
чия достоверны по сравнению с контрольными величинами: * и ** – по сравнению с эффектом одной перекиси во-
дорода: x – p < 0.05, xx – p < 0.02.
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нейроны преинкубировали с инсулином, то на
этом сроке действия перекиси водорода в пробах
достоверно и довольно значительно повышен уро-
вень этого фермента, фосфорилированного по Ser9

(рис. 4b). Это свидетельствует о том, что под влия-
нием инсулина происходит инактивацтия GSK-
3beta, что очень важно для поддержания жизнеспо-
собности нейронов, т.к. при активации этой проте-
инкиназы нарушаются функции митохондрий этих
клеток, что может приводить к их апоптотической
гибели.

Нужно также отметить, что активация Akt мо-
жет приводить к ингибированию аутофагических
процессов, к предотвращению чрезмерной актива-
ции аутофагии, приводящей к гибели нервных кле-
ток. Так, активация сигнального пути Akt–mTOR,
как известно, приводит к ингибированию процес-
сов аутофагии.

Для объяснения механизма защитного эффекта
инсулина, связанного с подавлением процессов
аутофагии и аутофагической гибели нервных кле-
ток, важно было также изучить влияние инсулина
на активность AMPK (рис. 4c). Как известно, акти-
вация этой протеинкиназы является триггером

процесса аутофагии. Как видно из данных, пред-
ставленных на рис. 4с, инсулин достоверно и более
чем в 2 раза уменьшает активность AMPK через 1 и
2 ч после начала действия перекиси водорода. Че-
рез 6 ч после начала действия перекиси водорода
наблюдается тенденция к снижению инсулином
активности этой протеинкиназы (p < 0.1, но
p > 0.05), но его эффект становится недостовер-
ным. По-видимому, значительное снижение ак-
тивности фермента инсулином через 1 ч и 2 ч после
начала действия перекиси водорода приводит к
уменьшению интенсивности аутофагического
процесса не только на этих, но и на последующих
временных промежутках.

Нами также показаны значительное увеличение
отношения проапоптотического белка Bax к анти-
апоптотическому белку Bcl-2 (Bax/Bcl-2) под дей-
ствием на нейроны коры мозга перекиси водорода
и нормализация этого отношения под влиянием
инсулина (рис. 5b и c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Аутофагия представляет собой “самопоедание”,

катаболический путь, с помощью которого долго-

Рис. 4. Влияние перекиси водорода и инсулина на активность протеинкиназы B (Akt), GSK-3beta и AMPK в нейронах ко-
ры мозга крыс. (a) и (b)– aктивность протеинкиназы В (Akt) определяли по уровню pAkt (Ser473), (c) и (d) – степень инак-
тивации GSK 3-beta – по уровню pGSK-3beta (Ser9), (e) и (f) – активность протеинкиназы AMPK – по уровню pAMPK
(Thr172). (a), (c) и (f) – иммуноблоты, (b), (d) и (f) – результаты денситометрии проведенных опытов (n = 5–7) представ-
лены как среднее ± SEM. Данные выражали в виде соотношения содержания фосфорилированного фермента к его обще-
му содержанию: pAkt (Ser473)/Akt (a), pGSK-3beta (Ser9)/GSK-3beta (b), pAMPK-alpha (Thr172)/AMPK-alpha (c). Нейроны
коры мозга крыс преинкубировали в течение 1 ч с 1 мкМ инсулина, а затем подвергали воздействию 100 мкМ перекиси
водорода в течение 6 ч. Сокращения на рисунке: HP – перекись водорода, Ins – инсулин. Различия достоверны по срав-
нению с контрольными величинами: ** – p < 0.02 по сравнению с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05, xx –
p < 0.02.
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живущие белки, поврежденные клеточные орга-
неллы и неправильно свернутые белки подверга-
ются деградации и затем вновь используются для
поддержания гомеостаза клеток и их нормального
функционирования. Для доставки подлежащих
утилизации белков или компонентов клетки в ли-
зосомы для их дальнейшего использования приро-
да создала специальные частицы – аутофагосомы.
Они представляют собой покрытые двойной обо-
лочкой вакуоли, содержащие цитоплазму клеток с
включенными в нее митохондриями или другими
органеллами. Долгое время считалось, что аутофа-
гия играет только защитную роль, в том числе и в
ЦНС, предохраняя нейроны и другие клетки мозга
от пагубного влияния стрессорных воздействий, в
том числе от ишемии мозга и его последующей ре-
перфузии. При этом защитный эффект нейропро-
текторов при разных формах ишемии и реперфузии
приписывали преимущественно их способности
противостоять апоптотической и некротической ги-
бели нервных клеток. Но в настоящее время пред-
ставления об исключительно защитном воздей-
ствии аутофагии на клетки разных органов пере-
смотрены. Так, в современной литературе есть
многочисленные примеры того, что активация
аутофагии может приводить к гибели нейронов
при различных поражениях мозга, особенно при
сильных воздействиях на него. Так, получены сви-
детельства того, что защитный эффект многих ней-
ропротекторов при ишемии и реперфузии мозга
связан прежде всего с их способностью ингибиро-
вать и аутофагические, и апоптотические процес-
сы, предотвращая таким образом гибель нервных
клеток мозга. К таким протекторам относятся не-
которые флавоноиды, ганглиозид GM1, финголи-
мод (аналог сфингозин-1-фосфата), N-ацетил-се-
ротонин (предшественник мелатонина) и многие
другие соединения [13–17, 27, 28].

Настоящая работа посвящена изучению роли
антиаутофагического и антиапоптотического эф-
фектов инсулина в его нейропротекторном дей-
ствии на нейроны коры мозга в культуре в условиях
окислительного стресса. Было найдено, что основ-
ными причинами гибели нейронов коры мозга
крыс в культуре при токсическом действии на них
перекиси водорода являются аутофагия и апоптоз.
Показано повышение жизнеспособности нейро-
нов при действии на них ингибитора аутофагии (3-
MA) или апоптоза (z-DEVD-FMK). При этом ней-
ропротекторный эффект инсулина более выражен,
чем эффект ингибиторов аутофагии или апоптоза
по отдельности. Интересно отметить, что при сов-
местном действии на нейроны коры мозга в куль-
туре ингибитора аутофагии и инсулина защитный
эффект был достоверно выше, чем при действии
одного из этих двух протекторов. А также при сов-
местном действии ингибитора апоптоза и инсули-
на защитный эффект был выше, чем при действии
одного из этих соединений. В совокупности полу-

ченные данные позволяют прийти к выводу, что
инсулин способен снижать как аутофагическую,
так и апоптотическую гибель нейронов коры мозга
в опытах in vitro.

Рис. 5. Влияние инсулина и перекиси водорода на уро-
вень антиапоптотического белка Bcl-2 и отношение
Bax/Bcl-2 в нейронах коры мозга крыс в культуре. (a) и
(b)– влияние инсулина и перекиси водорода на уровень
Bcl-2 в нейронах коры мозга крыс. (c) – влияние инсу-
лина и перекиси водорода на отношение Bax/Bcl-2
в нейронах коры мозга крыс. (a) – иммуноблоты,
(b) и (с) – результаты денситометрии проведенных
опытов (n = 8) представлены как среднее ± SEM.
Нейроны коры мозга крыс преинкубировали в тече-
ние 1 ч с 1 мкМ инсулина, а затем подвергали воздей-
ствию перекиси водорода в течение 6 ч. Сокращения на
рисунке: HP – перекись водорода, Ins – инсулин.
Различия достоверны по сравнению с контрольными
величинами: * – p < 0.05, ** – p < 0.02, по сравнению
с эффектом одной перекиси водорода: x – p < 0.05,
xx – p < 0.02.
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Способность инсулина ингибировать процессы
аутофагии (и, соответственно, аутофагической ги-
бели нейронов при патологических воздействиях,
приводящих к чрезмерной активации этого про-
цесса) была подтверждена в опытах по изучению
воздействия инсулина на уровень маркеров ауто-
фагии LC3B-II и SQSTM1/p62. В настоящей работе
найдено, что такой прооксидант, как перекись во-
дорода, достоверно увеличивает в нейронах уро-
вень маркера аутофагии LC3B-II, и, напротив,
уменьшает уровень другого маркера SQSTM1/p62,
для которого характерно снижение его уровня при
активации аутофагии. Впервые показано, что ин-
сулин при этом нормализует уровень маркеров
аутофагии в нейронах, изменяя их содержание
практически до контрольных значений. Таким об-
разом, впервые показано, что инсулин способен
ингибировать процессы аутофагии в нейронах, ак-
тивированные при неблагоприятном воздействии
на эти клетки.

Найдено, что в условиях наших опытов пере-
кись водорода активировала процессы аутофагии и
апоптоза, что приводило к гибели нейронов коры
мозга. В присутствии ингибиторов аутофагии или
апоптоза (3-MA или z-DEVD-FMK, соответствен-
но) гибель нейронов значительно и достоверно
снижалась (более чем на 35% в присутствии каждо-
го из ингибиторов). Это свидетельствует о том, что
активация каждого из этих процессов приводит к
гибели значительной части нейронов. Инсулин же
в случае преинкубации с ним нейронов коры мозга
в значительно большей мере, чем ингибитор ауто-
фагии или апоптоза, повышал жизнеспособность
нейронов коры мозга. При этом он снижал интен-
сивность аутофагии и апоптоза, нормализуя уро-
вень маркеров аутофагии (LCB3-II и p62) и апопто-
за (расщепленная каспаза-3). Совокупность этих
данных позволяет сделать вывод, что инсулин спо-
собен достоверно снижать интенсивность аутофа-
гии и апоптоза и в значительной мере предотвра-
щать не только апоптотическую, но и аутофагиче-
скую гибель нейронов коры мозга в условиях
окислительного стресса в опытах in vitro.

Наши данные согласуются с данными других ав-
торов, в литературе есть свидетельства того, что ин-
сулин ингибирует процессы аутофагии в экстра-
невральных клетках и органах. Так, найдено, что
этот протектор ингибирует процессы аутофагии в
скелетных мышцах, усиливая фосфорилирование
протеинкиназы ULK-1 по Ser757 (ингибирующий
сайт) [29]. Наряду с этим найдено, что инсулин ин-
гибирует процессы аутофагии в хондроцитах чело-
века [30]. В этих клетках инсулин уменьшает уро-
вень LC3-II и усиливает фосфорилирование Akt и
рибосомной S6 киназы, активируя эти протеинки-
назы, ингибирующие процессы аутофагии [30].

Получены также данные о том, что инсулин
снижает в нейронах уровень одного из маркеров

апоптоза (расщепленной каспазы-3). Эти данные
согласуются с аналогичными данными, получен-
ными ранее другими авторами, свидетельствую-
щими о том, что нейропротекторный эффект инсу-
лина в большой мере зависит от его способности
ингибировать апоптотические процессы в нервных
клетках [31–33].

Среди сигнальных систем, регулирующих про-
цессы аутофагии, важную роль играет протеинки-
наза AMPK, способная инициировать процессы
аутофагии при накоплении аденозинмонофосфата
(AMP), которое может происходить, в частности,
при недостатке пищи. Наряду с этим в регуляции
процессов аутофагии у млекопитающих активно
участвует mTOR комплекс 1 (mTORC1), ингибиру-
ющий процессы аутофагии, благодаря в том числе
фосфорилированию регуляторно-ассоциирован-
ного с mTOR белка Raptor или TSC2. При нор-
мальных условиях существования нервных кле-
ток и достаточном количестве пищи уровень
AMP и, соответственно, активность AMPK отно-
сительно низки, а комплекс mTORC1 гиперакти-
вирован. Напротив, при различных стрессорных и
неблагоприятных воздействиях на мозг, в том чис-
ле при ишемии и реперфузии мозга, либо при не-
благоприятных воздействиях на нервные клетки в
культуре, происходит активация AMPK. К этим
стрессорным факторам относятся увеличение
уровня AMP, уменьшение уровня ATP, увеличение
образования активных форм кислорода (АФК) и
концентрации цитозольного кальция. Все эти факто-
ры способствуют активации протеинкиназы AMPK и
ингибированию Akt и mTOR, что запускает аутофа-
гию.

Для выяснения механизма действия инсулина
важно было показать, как он влияет на активность
протеинкиназ AMPK-alpha и Akt. Нами найдено,
что в условиях наших опытов перекись водорода
достоверно активировала, а инсулин ингибировал
активность протеинкиназы AMPK-alpha через 1 и
2 ч после аппликации перекиси водорода (рис. 4c).
Через 6 ч после аппликации перекиси водорода на-
блюдались тенденция к увеличению активности
AMPK-alpha под влиянием перекиси водорода и
тенденция к уменьшению активности этого фер-
мента под влиянием инсулина, но различия не бы-
ли достоверными из-за большего разброса данных,
чем на более ранних этапах воздействия проокси-
данта. Ранее способность инсулина ингибировать
активность AMPK-alpha была показана in vivo в ря-
де районов гиппокампа при изучении механизмов
регуляции пищевого поведения животных [34].
Ингибирование инсулином активности AMPK-al-
pha было ранее отмечено также в экстраневраль-
ных клетках и органах (см., например, [35]).

Наряду с этим в настоящей работе показано, что
инсулин активирует сигнальный путь PI3K-Akt1
(рис. 4a), который активирует комплекс mTORC1,
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являющийся действенным ингибитором аутофа-
гии. Нами показано, что в условиях наших опытов
через 6 ч после добавления к нейронам коры мозга
перекиси водорода ее эффект на активность Akt не
выражен. На более ранних этапах своего воздей-
ствия перекись водорода способна активировать
эту протеинкиназу [36]. Но и при этом относитель-
но длительном сроке воздействия перекиси водо-
рода инсулин многократно активирует эту проте-
инкиназу. Активация Akt инсулином лежит в осно-
ве его защитного эффекта на клетки, подвергнутые
действию токсических веществ.

Способность инсулина противостоять апопто-
тической гибели нейронов в условиях окислитель-
ного стресса показана в ряде ранее опубликован-
ных работ [см., например, [31–33]. В настоящей
работе нами найдено, что перекись водорода до-
стоверно увеличивает, а инсулин достоверно сни-
жает активность каспазы-3 в нейронах коры мозга
через 6 ч после аппликации перекиси водорода
(рис. 3a, 3b, 3c, 3d). Что касается механизма анти-
апоптотического эффекта инсулина, то в основе
его, по-видимому, лежит способность активиро-
вать Akt (рис. 4a), которая затем фосфорилирует по
Ser9 и таким образом инактивирует GSK-3beta. Де-
ло в том, что чрезмерная активация этого фермента
приводит к нарушению метаболизма и функций
митохондрий в клетках, в том числе в нервных [37].
Способность инсулина фосфорилировать по Ser9 и
таким образом инактивировать GSK-3beta в ней-
ронах была до нас показана и в других работах (см.,
например, [37, 38]). Нейропротекторный эффект
активации Akt инсулином заключается также в
способности активированной Akt увеличивать
синтез антиапоптотического белка митохондрий
Bcl-2 и снижать отношение Bax/Bcl-2 в нейронах.
В этом отношении наши данные согласуются с
данными Дуарте и соавт. [39].

Таким образом, в основе способности инсулина
ингибировать чрезмерную активацию аутофагии и
аутофагическую гибель нейронов в условиях окис-
лительного стресса лежит, очевидно, его способ-
ность ингибировать активность энергетического
сенсора AMPK-alpha и активировать протеинкиназу
Akt, которая, в свою очередь, обладает способностью
активировать комплекс mTORC1, ингибирующий
процессы аутофагии. Способность же инсулина про-
тивостоять апоптотической гибели нейронов при
окислительном стрессе определяется, очевидно,
прежде всего его способностью активировать про-
теинкиназу Akt которая, фосфорилируя протеин-
киназу GSK-3beta по Ser9, приводит к ее инактива-
ции и таким образом предотвращает нарушение
функций митохондрий. Активация Akt также спо-
собствует увеличению синтеза антиапоптотиче-
ского белка Bcl-2.
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THE INHIBITION OF AUTOPHAGY AND APOPTOSIS BY INSULIN AS A BASIS 
OF ITS NEUROPROTECTIVE ACTION ON RAT BRAIN CORTICAL NEURONS 

UNDER CONDITIONS OF OXIDATIVE STRESS IN VITRO
I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa, D. K. Avrovaa, and N. F. Avrovaa,*

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of Russian Academy of Science, Saint-Petersburg, Russia
#e-mail: avrova@iephb.ru

Insulin is one of the most promising neuroprotectors. A significant gap in understanding the mechanism of its
action is the lack of data on whether it is able to prevent autophagic neuronal death. The aim of our work was to
evaluate the contribution of autophagy and apoptosis to the death of rat cerebral cortex neurons in culture under
oxidative stress and to study the ability of insulin to prevent this death and inhibit autophagy and apoptosis in
neurons. The influence of hydrogen peroxide and insulin on the level of two main autophagy markers (LC3B-II
and SQSTM1/p62) and apoptosis marker (cleaved сaspase-3) was studied. To assess the viability of neurons, the
MTT test was used, and Western blotting was applied to measure the level of marker proteins. It was found that
oxidative stress caused the activation of autophagy and apoptosis in neurons. This is manifested in a significant
increase of the autophagy marker LC3B-II and apoptosis marker (cleaved сaspase-3) and in a decrease in the
SQSTM1/p62 protein level. The content of SQSTM1/p62, which is involved in the formation of autophago-
somes, decreases with the activation of autophagy, as this protein is degraded in lysosomes. Hydrogen peroxide
causes autophagic and apoptotic death of neurons, as the inhibitors of autophagy (3-methyl adenine) and apop-
tosis (z-DEVD-FMK) were shown to increase the viability of neurons in conditions of oxidative stress. Insulin,
in its turn, prevents the death of neurons and hinders autophagy, causing a decrease of the level of lipidated form
LC3B-II and the increase of the SQSTM1/p62 protein level, it hinders apoptosis as well decreasing the level of
cleaved caspase-3. The protective effect of insulin is mediated by the activation of specific signaling pathways as-
sociated with receptors of insulin and IGF-1, as the inhibitor of these receptors BMS-754807 completely blocks
the neuroprotective effect of insulin. Thus, the pronounced activation of autophagy under oxidative stress is one
of the causes of neuron death, and the protection of neurons by insulin is associated with the suppression of not
only apoptotic, but also autophagic cell death.

Keywords: brain cortical neurons, oxidative stress, insulin, autophagy, apoptosis
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