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Инсулин контролирует не только системный гомеостаз глюкозы, но и функциональную активность
мозга. При сахарном диабете 2-го типа (СД2) в мозге снижаются содержание инсулина и активность
инсулиновой сигнальной системы. Это приводит к нарушению энергетического обмена, включая ги-
пометаболизм глюкозы в мозге, и к когнитивным дисфункциям. Для компенсации недостатка гормона
в мозге может быть использован интраназально вводимый инсулин (ИВИ). В целях повышения эф-
фективности ИВИ для коррекции функций мозга целесообразно его комбинированное применение с
веществами, наделенными свойствами нейропротекторов, в том числе со сложными гликосфинголи-
пидами ганглиозидами. Для доставки ганглиозидов в мозг также может быть использовано их интрана-
зальное введение (ИВГ). Целью работы было оценить эффективность раздельных и совместных интра-
назальных введений инсулина и ганглиозидов для коррекции когнитивных нарушений у крыс Wistar с
СД2, для чего использовали водный лабиринт Морриса (ВЛМ) и анализ в гиппокампе экспрессии бел-
ков (BDNF, GLUT-1, GLUT-3, GLUT-4, GFAP, PSD95) и активности протеинкиназ (Akt, GSK3β,
ERK1/2), вовлеченных в процессы обучения и формирования долговременной памяти. ИВИ и ИВГ
при введении крысам с СД2 улучшали пространственную ориентацию в ВЛМ, причем эффект совмест-
ного использования ИВИ и ИВГ был сходным с таковым при их раздельном применении. При сов-
местном введении ИВИ и ИВГ отмечали сохранение активности эффекторных протеинкиназ (Akt и
ERK1/2), в то время как при монотерапии ИВИ уровень их фосфорилирования был снижен. При ком-
бинированной терапии также увеличивалось фосфорилирование GSK3β по Ser9, защищающее нейро-
ны от тауропатии. Таким образом, совместное применение ИВИ и ИВГ улучшает функциональное со-
стояние компонентов инсулиновой системы в мозге крыс с СД2, хотя значимо не усиливает эффекты
ИВИ на показатели долговременной памяти.
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ВВЕДЕНИЕ

Инсулин контролирует не только системный
гомеостаз глюкозы, но и функциональную актив-
ность мозга, а следовательно, и функции ЦНС,
осуществляя регуляторные влияния на молекуляр-
ном, клеточном и поведенческом уровнях [1–3].
В настоящее время мозг стали причислять к инсу-
лин-чувствительным органам, так как инсулино-
вые рецепторы и другие компоненты инсулиновой
сигнальной системы экспрессируются и функцио-
нально активны во многих структурах мозга, вклю-
чая обонятельные луковицы, гипоталамус, гиппо-
камп, мозжечок, амигдалу, кору [4, 5]. Если кон-
троль метаболизма глюкозы, пищевого поведения

и энергетического обмена в основном обусловлен
взаимодействием инсулина с нейронами гипотала-
муса, то нейротрофические и нейромодуляторные
эффекты инсулина связывают с его взаимодей-
ствием с экстра-гипоталамическими структурами,
включая гиппокамп [6–10].

Состояние устойчивой постпрандиальной гипер-
инсулинемии является предвестником инсулино-
вой резистентности (ИР), невосприимчивости
клеток к действию гормона, что характерно для
ожирения, сахарного диабета 2-го типа (СД2), а
также для сердечно-сосудистых и онкологических
заболеваний, являющихся осложнениями метабо-
лического синдрома [11]. Развитие ИР наблюдает-
ся не только на периферии, но и в ЦНС. При мета-
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болических расстройствах отмечается также уси-
ленная деградация инсулина, в которую вовлечен
инсулин-деградирующий фермент (IDE), который,
наряду с инсулином, расщепляет β-амилоидный
пептид (Аβ). По мнению ряда авторов, нарушения в
утилизации Аβ, возникающие из-за насыщения IDE
инсулином в условиях гиперинсулинемии и ИР,
приводят к накоплению Aβ и его последующей аг-
регации с образованием амилоидных бляшек [12,
13]. В этой связи становится понятным, почему при
метаболическом синдроме и СД2 значительно ча-
ще наблюдаются когнитивные расстройства, кото-
рые после прогрессирования диагностируются как
деменция или болезнь Альцгеймера [4, 14, 15].

Если метаболический синдром и СД2 характе-
ризуются повышенным содержанием инсулина в
крови, то в мозге наблюдается его недостаток, вы-
званный ослаблением рецептор-опосредованного
транспорта инсулина через гематоэнцефалический
барьер [16–18]. Учитывая важность инсулинового
сигналинга для таких основополагающих процес-
сов, как рост и дифференцировка нейронов и си-
наптическая трансмиссия, имеются все основания
полагать, что функциональные нарушения, вы-
званные снижением содержания инсулина в мозге
или ослаблением активности инсулиновой систе-
мы в нейронах, будут приводить к нейродегенера-
тивным расстройствам [4, 5]. Влияние инсулина на
транспорт глюкозы в клетках мозга имеет суще-
ственные отличия от такового на периферии, по-
скольку инсулин-зависимый транспортер глюкозы
4-го типа (GLUT-4) экспрессируется в нейронах
мозга в незначительных количествах [19, 20]. Ней-
рональный транспортер глюкозы GLUT-3 и астро-
цитарный транспортер GLUT-1, напротив, доми-
нируют в мозге по сравнению с периферическими
тканями. При этом показано, что инсулин и струк-
турно родственный ему инсулиноподобный фак-
тор роста-1 (IGF-1) способны вызывать транслока-
цию переносчика глюкозы GLUT-1 в астроцитах в
результате стимуляции ими митоген-активируе-
мых протеинкиназ (МАПК) и протеинкиназы D,
что может иметь большое значение для регуляции
метаболизма глюкозы в мозге [21–23]. На фоне ИР
снижается скорость утилизации глюкозы клетками
мозга, что приводит к состоянию гипометаболиз-
ма, наблюдаемому при СД2 и нейродегенератив-
ных заболеваниях [24]. Когнитивные расстройства
также рассматриваются как одно из проявлений
нарушений метаболизма глюкозы.

Взаимосвязь между содержанием инсулина в
мозге и формированием памяти наиболее наглядно
проявляется при СД 1-го типа, когда дефицит гор-
мона обусловлен нарушением синтеза в клетках
поджелудочной железы. Так, в условиях пролонги-
рованного, шестимесячного СД1, вызываемого
инъекциями средних доз стрептозотоцина взрос-
лым самцам крыс, у них развиваются отчетливо
выраженные нарушения когнитивных функций

[25]. Компенсировать недостаток инсулина в мозге
с благоприятным влиянием на процессы обучения
и без риска развития гипогликемических состоя-
ний удается путем интраназальных введений гор-
мона, что широко используется не только в экспе-
риментальной практике на животных, но и в кли-
нике при лечении болезни Альцгеймера, мягкого
когнитивного дефицита и некоторых форм диабе-
тической энцефалопатии [25–28]. Поскольку СД2
имеет достаточно сложную этиологию, включаю-
щую воспалительные процессы, окислительный
стресс, митохондриальную дисфункцию, амилои-
догенез, представляет интерес использование ком-
бинаций препаратов, наделенных нейропротек-
торными, антиоксидантными и противовоспали-
тельными свойствами, для коррекции нарушений
функций ЦНС, в том числе когнитивных, а также
нормализации церебрального сигналинга [29].
Среди соединений природного происхождения,
обладающих как нейропротекторными, так и проти-
вовоспалительными свойствами, следует выделить
ганглиозиды [30–34]. Они хорошо растворяются и в
водных растворах, и в полярных органических рас-
творителях, поскольку обладают амфифильной при-
родой. Для быстрой адресной доставки ганглиози-
дов в мозг, как и в случае инсулина, может быть ис-
пользован интраназальный способ введения.
Можно ожидать, что многофункциональные по
своему фармакологическому профилю ганглиози-
ды усилят действие инсулина в ЦНС при СД2.

Основная цель работы состояла в оценке эф-
фективности раздельных и совместных интрана-
зальных введений инсулина и ганглиозидов для
коррекции когнитивных нарушений у крыс линии
Wistar с СД2, для чего использовали водный лаби-
ринт Морриса с последующим анализом в гиппо-
кампе уровня экспрессии белков и активности
протеинкиназ, вовлеченных в процессы обучения
и формирования долговременной памяти.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Подготовка препаратов для интраназальных инъек-

ций. Ганглиозиды экстрагировали из мозга теленка
по методу, разработанному Фолчем, как описано
нами ранее [35]. Выделенные суммарные глико-
сфинголипиды дополнительно очищали на колон-
ках Sephadex G-25 “Fine” (“Pharmacia”, Щвеция)
[36]. Для количественной оценки содержания гли-
косфинголипидов использовали специфическую
реакцию сиаловых кислот с резорциновым реаген-
том. Полученный препарат ганглиозидов после упа-
ривания растворяли в физиологическом растворе
до концентрации 1 мг/10 мкл. Инсулин (#I5500,
“Sigma”, США), используемый для интраназального
введения, растворяли в 0.1 М цитратном буфере,
pH 4.5, до концентрации 0.5 МЕ/20 мкл. Совместное
интраназальное введение инсулина и ганглиозидов
проводилось с разницей в 10 мин.
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Экспериментальная модель диабета. Самцы ли-
нии Wistar в возрасте двух месяцев использовались
для моделирования СД2, индуцируемого высоко-
жировой диетой (ВЖД), описанной нами ранее
[37], и однократной инъекцией низкой дозы стреп-
тозотоцина (20 мг/кг), вводимого в/б через 11 нед
после перевода животных на ВЖД (рис. 1). Резуль-
таты глюкозотолерантного теста, проведенного че-
рез 4 нед после введения стрептозотоцина, показа-
ли, что у животных развилась среднетяжелая форма
СД2 с выраженными нарушениями толерантности к
глюкозе. Животные четырех контрольных групп по-
лучали стандартный корм и однократную инъекцию
0.1 М натрий-цитратного буфера (pH 4.5) вместо
стрептозотоцина. Из крыс с подтвержденным СД2
были сформированы 4 группы. В течение последую-
щих 4 нед, как представлено на схеме рис. 1, прово-
дились однократные ежедневные интраназальные
введения следующих препаратов: Группа 1 (Кон-
троль, К) – физиологический раствор, Группа 2
(Контроль, Инсулин, КИ) – инсулин (0.5 МЕ/кры-
су), Группа 3 (Контроль, Ганглиозиды, КГ) – ган-
глиозиды (6 мг/кг), Группа 4 (Контроль, Ганглиози-
ды + Инсулин, КГИ) – ганглиозиды (6 мг/кг) + инсу-
лин (0.5 МЕ/крысу), Группа 5 (Диабет, Д) –
физиологический раствор, Группа 6 (Диабет + Инсу-
лин, ДИ) – инсулин (0.5 МЕ/крысу), Группа 7 (Диа-
бет + Ганглиозиды, ДГ) – ганглиозиды (6 мг/кг),
Группа 8 (Диабет + Ганглиозиды + Инсулин, ДГИ) –
ганглиозиды (6 мг/кг) + инсулин (0.5 МЕ/крысу).
Все процедуры по работе с животными проводили
в соответствии с утвержденным Комиссией по
контролю содержания и использования лаборатор-
ных животных протоколом-заявкой ИЭФБ РАН
(Протокол № 1-11/2022 от 27.01.2022 г.) и требова-
ниями, предусмотренными European Communities
Council Directive 1986 и изложенными в Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, 2010.
По окончании эксперимента животных наркоти-
зировали хлоралгидратом (400 мг/кг массы тела,
“Sigma”, США), осуществляли декапитацию, из-
влекали мозг для дальнейшего выделения необхо-
димых структур. Образцы гиппокампа заморажи-
вали на сухом льду сразу после извлечения и храни-
ли в холодильнике при –80°С для последующей
оценки содержания интересующих белков и их
фосфорилированных форм методом Вестерн блот-
тинга и изучения экспрессии генов методом ПЦР в
реальном времени.

Глюкозотолерантный тест. За два дня до окон-
чания лечения эффективность проводимой тера-
пии оценивалась с помощью орального глюкозото-
лерантного теста (оГТТ), для чего крысам перо-
рально через зонд вводили глюкозу (2 г/кг),
уровень которой в крови измеряли затем в течение
120 мин с помощью глюкометра и тест-полосок
“One Touch Ultra” (США).

Иммуноферментный анализ. Уровень инсулина в
плазме крови оценивали, используя набор “Rat In-

sulin ELISA kit” (“Mercodia”, Швеция) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Поведенческий тест “Водный лабиринт Морри-
са”. Изучение пространственной памяти у крыс
контрольных и диабетических групп проводили в
водном лабиринте Морриса (ВЛМ). Подопытные
животные во время заплывов должны были найти
платформу диаметром 15 см, скрытую под водой и
находящуюся на 1–2 см ниже ее уровня. Для этого
использовался бассейн диаметром 150 см и высотой
70 см, заполненный водой c температурой 22 ± 1°C.
Чтобы скрыть положение платформы, воду под-
крашивали молоком. Первую тренировку прово-
дили через 2 нед после начала интраназальных вве-
дений препаратов и повторяли в течение пяти по-
следующих дней по 4 попытки в день для каждой
особи. Для пространственной ориентации на внут-
ренней стенке бассейна каждое направление (се-
вер, юг, запад, восток) маркировалось картинками
с изображением различных знаков (круг, квадрат,
треугольник или крест). В каждой попытке, длив-
шейся 60 с, животное запускалось с различных
стартовых точек. В том случае, если платформа не
была обнаружена за 60 с, крысу рукой направляли
к цели. После нахождения платформы животным
предоставлялось 15 с для запоминания ее местопо-
ложения. На 2-й неделе испытаний положение
платформы менялось, чтобы оценить способность
особей к переобучению. Ежедневные интраназаль-
ные введения в периоды обучения и переобучения,
длившиеся в совокупности 2 нед, проводились по
окончании заплывов. Трассировка перемещения
испытуемых животных регистрировались на веб-
камеру для последующего анализа в программе
“AnyMaze”. Для каждого показателя (латентный
период нахождения платформы, длина пути или
дистанция, скорость плавания) суммировались
значения четырех попыток, на основании которых
строились графики изменения данного параметра
от времени обучения для каждой особи. Для обоб-
щения данных рассчитывались площади под кри-
выми (AUC), которые использовались для пред-
ставления полученных результатов.

Вестерн блоттинг. Кусочки гиппокампа гомо-
генизировали в соотношении 1:20 в лизисном бу-
фере 20 мM Tris-HCl (pH 7.5), 150 мM NaCl, 2 мM
EDTA, 2 мM EGTA, 0.5% Triton X-100, 0.5% дезок-
сихолат натрия, 15 мM NaF, 10 мM глицерофос-
фат натрия, 10 мM пирофосфат натрия, 1 мM
Na3VO4, 1 мM фенилметилсульфонил фторид
(PMSF), 0.02% NaN3 и протеазный ингибиторный
коктейль (“Roche”, Швейцария). Клеточные фраг-
менты и неразрушенные клетки осаждали центрифу-
гированием 500 g × 10 мин (+4°C). Концентрацию
белка в пробах измеряли по модифицированному ме-
тоду Лоури. Для вертикального электрофореза в ка-
мерах Mini-Protean (“Bio-Rad”, США) на 8–14%
акриламидные гели загружали пробы, содержащие
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25–30 мкг белка. В качестве стандарта молекуляр-
ного веса использовали окрашенные маркеры
“Spectra Multicolour Broad Range Protein Ladder
(10–260 кДа)” (“Thermo Fisher Scientific”, США).
Перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану
(0.45 μM, “Amersham”, Великобритания) методом
мокрого переноса осуществлялся в минитранс-
блоттере (“Bio-Rad”, США) в буфере 25 мМ Tris,
192 мМ глицин, 20% этанола (v/v) при постоянном
напряжении 100 V. Для блокировки сайтов неспе-
цифического связывания мембраны инкубирова-
лись 30 мин при комнатной температуре в буфере,
содержащем 20 мМ Tris-HCl (pH 7.5), 150 мМ NaCl,
5% обезжиренного молока (“Europek”, Россия),
0.1% Tween 20. Для взаимодействия с растворами
первичных антител мембраны оставляли на ночь
при +4°С на шейкере MR-1 (“Biosan”, Латвия).
Первичные антитела разводились в большинстве
случаев в 20 мМ Tris-HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl, 5%
БСА-V фракция (“Amresco”, США), 0.1% Tween 20
в соотношении (1:1000). Антитела для pAkt(Ser473)
(#4058), Akt (#9272), pGSK3β(Ser9) (#9322), GSK3β
(#9315), total ERK1/2 (#9102), PSD95 (# 3450) были
приобретены у компании “Cell Signaling Technolo-

gy” (США), anti-phospho-ERK1 (pThr202/pTyr204)
&ERK2 (pThr186/pTyr187) (#E7028) – у компании
“Sigma” (США), GLUT1 (#M00163) – у компании
“Boster” (США), GFAP (#NBP1-05197), IL-6
(#DF6087) – у компании “Affinity Biosciences” (Ки-
тай), GAPDH (#NB600-502) – у компании “Novus
Biologicals” (США). После 3-х кратной промывки
буфером, содержащим 20 мМ Tris-HCl (pH 7.6),
150 мМ NaCl, 0.1% Tween-20, мембраны покрывали
растворами вторичных антител, приготовленными
на 5%-ном обезжиренном молоке в том же буфере,
для 1 ч инкубации при комнатной температуре. В
качестве вторичных антител использовали анти-
кроличьи (#7074) или анти-мышиные (#7076) IgG
(“Cell Signaling Technology”, США), конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (HRP), либо биоти-
нилированные IgG(H+L) (#14708) и (#14709). Сиг-
нал HRP усиливали коммерческим ECL (“Novex”,
США) или аналогом ECL, приготовленным в лабора-
торных условиях (люминол – пара-кумаровая кисло-
та – Н2О2). Хемилюминесцентное свечение фикси-
ровали на голубой фотопленке (“Phenix”, “Re-
search Products”, США). Для нормализации данных
мембраны после стриппинга проводили реакцию

Рис. 1. Схема эксперимента по изучению эффективности раздельных и совместных интраназальных введений инсулина
(ИВИ, 0.5 МЕ/крысу/сутки) и ганглиозидов (ИВГ, 6 мг/кг/сутки) для коррекции когнитивных нарушений у крыс с СД2,
вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина. Обозначения групп на схеме: группа 1 (C) – кон-
троль (К), группа 2 (CI) – контроль + инсулин (КИ), группа 3 (CG) – контроль + ганглиозиды (КГ), группа 4 (CGI) –
контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 5 (D) – диабет (Д), группа 6 (DI) – диабет + инсулин (ДИ), группа 7 (DG) –
диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) – диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ). MWM – водный лабиринт Морриса.
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на GAPDH. Проявленные фотопленки визуализи-
ровали на сканере “Canon” (“CanoScan 8800F”,
США). Денситометрическая обработка данных
проводилась с помощью программы Bio7.

Иммуногистохимия. Для иммуногистохимиче-
ских исследований фиксация мозга проводилась в
течение 6 дней в 4%-ном растворе пара-формаль-
дегида, разбавленном 0.02 М Na+-фосфатным бу-
фером (+4°С). Для промывки использовали 0.02 M
фосфатный буфер (PBS, рН 7.4) с 0.9%-ным NaCI.
В целях криопротекции мозг выдерживал 7 дней в
30%-ном растворе сахарозы в PBS, после чего за-
мораживали. Из области гиппокампа получали че-
редующиеся серии фронтальных срезов (16 мкм) с
помощью криостата (“Leika”, Германия). Каждый
десятый срез монтировали на стекла “Super-
Frost/plus” (“Menzel”, Германия). Стекла кипяти-
ли в цитратном буфере (pH 6.0) 5 мин для демаски-
ровки антигена, промывали в PBS. Чтобы блоки-
ровать эндогенную пероксидазу, препараты 30 мин
обрабатывали 0.3%-ным раствором перекиси водо-
рода, разведенной в РВS. После промывки в PBS,
содержащем 0.1% Triton X-100 (PBST), срезы инкуби-
ровали 1 ч при комнатной температуре в блокирую-
щем растворе (2% сыворотки быка и 2% сыворотки
козы в PBST) для предотвращения неспецифическо-
го связывания, затем еще 12 ч при комнатной темпе-
ратуре с первичными антителами анти-BDNF
(#DF6387, “Affinity Biosciences”, Китай) в разведении
1:100. После тщательной промывки срезы инкубиро-
вали 1 ч при комнатной температуре со вторичными
антителами козы против кролика, конъюгированны-
ми с биотином (“VectorLabs”, Великобритания) и
разведенными (1:600) на PBST. После промывки на
стекла наносили комплекс стрептавидин-перокси-
даза (“Sigma”, США) в разведении (1:700) в PBS.
Визуализацию проводили с помощью 0.05%-ного
раствора диаминобензидина (“Sigma”, США) и
0.015%-ного раствора перекиси водорода. Реакцию
останавливали дистиллированной водой и после
промывки и стандартной гистологической обра-
ботки срезы заключали под покровное стекло и вы-
сушивали. Изображения получали с помощью мик-
роскопа “Сarl Ziess Axio A1” (“Ziess”, Германия) со
встроенной телевизионной камерой “AxioCam 712
color” (“Ziess”, Германия) и программы ZEN 3.4 (Zen
pro). Оптическую плотность иммунопозитивных
структур измеряли с помощью программы Bio7
(США) и представляли в условных единицах.

Статистическая обработка. Анализ получен-
ных данных проводили с помощью программы
“Prism”. Результаты представляли как среднее зна-
чение ± SEM. Нормальность распределения прове-
ряли с помощью критерия Шапиро–Уилка.
Для сравнения двух выборок с нормальным рас-
пределением использовали t-критерий Стьюдента.
Результаты оГТТ по AUC0–120 (глюкоза) и чувстви-
тельности тканей к инсулину по AUC0–120 (инсу-

лин) проверялись также методом однофакторного
дисперсионного анализа ANOVA. Статистически
значимыми считали отличия при уровне значимо-
сти p < 0.05. Достоверность различий по сравнению с
контрольными крысами (К) обозначалась на графи-
ках как: a – p < 0.05, b – p < 0.02; c – p < 0.001. Досто-
верность различий по сравнению с необработанны-
ми диабетическими крысами (Д) обозначалась на
графиках как: d – p < 0.05, e – p < 0.02; f – p < 0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Содержание животных на ВЖД в течение 5 мес
в совокупности с однократным введением низкой
дозы стрептозотоцина (20 мг/кг, в/б) приводило к
развитию СД2, для которого характерны наруше-
ние толерантности к глюкозе и снижение чувстви-
тельности тканей к действию инсулина, что под-
тверждают результаты глюкозотолерантного теста
(ГТТ) и уровни инсулина в плазме крови при на-
грузке глюкозой (рис. 2). У крыс диабетической
группы (Д) на 34% (F(5, 48) = 19.265, p < 0.0001) уве-
личилось значение интегрированной площади
AUC0–120 для глюкозных кривых (рис. 2a) и на 73%
(F(5, 23) = 3.9716, p = 0.01) значение интегрирован-
ной площади AUC0–120 для инсулиновых кривых в
ГТТ (рис. 2b) по сравнению с таковыми в кон-
трольной группе (К). Это означает, что, начиная с
уровней глюкозы и инсулина в крови натощак, до
их концентрации после нагрузки глюкозой через
15, 30, 60 и 120 мин, показания для крыс из диабе-
тической группы были значимо выше, чем у жи-
вотных из группы контроля.

Для коррекции метаболических и биохимических
нарушений использовалась монотерапия в виде ин-
траназальных введений инсулина (0.5 МЕ/крысу,
ИВИ) или суммарных ганглиозидов мозга теленка
(6 мг/кг, ИВГ), а также совместные введения ИВИ
и ИВГ в указанных дозах в течение 4 нед. По-
скольку у крыс контрольных групп с введениями
только инсулина (КИ) или одних ганглиозидов
(КГ) уровень глюкозы натощак достоверно не от-
личался от показателей контрольной группы (К),
ГТТ проводился только для группы, получавшей
совместно ИВИ и ИВГ (группа КГИ). Через 4 нед
у диабетических животных после ИВИ и ИВГ, как
раздельных, так и совместных, полностью восста-
навливалась чувствительность тканей к инсулину,
о чем свидетельствует отсутствие значимых разли-
чий между группой контроля (К) и группами ДИ,
ДГ и ДГИ (рис. 2b) соответственно. В то же время
толерантность к глюкозе полностью восстанавли-
валась только у крыс в группе ДГИ после обработ-
ки совместно ИВИ и ИВГ, что подтверждает ниве-
лирование различий AUC0–120 для глюкозных кри-
вых между группами К и ДГИ. Более того, между
группами ДГИ и Д различия становились значи-
мыми (p < 0.001). Следует отметить, что после раз-
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дельных ИВИ и ИВГ наблюдались изменения в
скорости поглощения глюкозы тканями, но они не
достигали показателей контрольной группы (рис. 2a).

Для изучения влияния метаболических наруше-
ний на когнитивные функции у эксперименталь-
ных животных исследовали способность к про-
странственному обучению (1-я сессия) и переобу-
чению (2-я сессия) в водном лабиринте Морриса.
Различия между группами в большей мере прояви-
лись в таком показателе, как длина пути от места
старта до платформы (рис. 3a,b). Поскольку в пер-
вый день обучения всем животным требовалась по-
мощь в нахождении платформы, различия между
контрольной группой (К) и группой с СД2 без ле-
чения (Д) не были выявлены. Однако, начиная со
2-го дня и до конца обучения в первой сессии, кры-
сы из группы Д без лечения двигались по более
длинной траектории в поисках платформы в целе-
вом квадранте по сравнению с контролем (рис. 3b),
причем все различия были значимыми. Тестирова-
ние животных контрольных групп показало улуч-
шение когнитивных функций у крыс после введе-
ний одного инсулина в группе КИ, но эффект про-
явился только на 2-й, 4-й и 5-й дни. У животных с
СД2 после раздельных и совместных ИВИ и ИВГ
наблюдалось улучшение пространственной ориен-
тации, благодаря которой они совершали переме-
щение по оптимальной траектории. При этом
лишь на 5-й и 6-й дни эффект в группе ДГИ при
комбинированном применении препаратов был
более выраженным (p < 0.02 по отношению к груп-
пе Д) по сравнению с введением одного инсулина в
группе ДИ (p < 0.05 по отношению к группе Д). Не-
смотря на то что ганглиозиды модулируют актив-
ность тирозинкиназных рецепторов ростовых фак-
торов, достоверные изменения при СД2 в группе

ДГ не были постоянными, а проявились лишь в от-
дельные дни (1-й и 4-й).

Итоги пространственного обучения по нахож-
дению платформы в целевом квадранте, суммиру-
ющие результаты заплывов всех дней, представле-
ны также в виде интегрированной площади под
кривой (AUC) “латентное время – дни (1–6)” и
“длина пути – дни (1–6)” (табл. 1). При метаболи-
ческих нарушениях животным требуется больше
времени для решения задач по навигации (130.4 ±
± 7.9 усл. ед. для СД2 без лечения против 101.7 ±
± 6.7 усл. ед. для контроля, p < 0.05), поскольку
увеличивается траектория движения (24.1 ± 1.5 усл.
ед. для СД2 против 18.9 ± 1.5 усл. ед. для контроля,
p < 0.05). Измерение средней скорости перемеще-
ния показало, что животные всех групп двигались с
одинаковой скоростью (табл. 1). По совокупности
полученных данных можно сделать вывод, что про-
странственная ориентация улучшалась благодаря
ИВИ и ИВГ. Однако при совместных ИВИ и ИВГ
она оставалась на том же уровне, что и при раздель-
ном введении препаратов.

Для переобучения (2-я сессия) платформа пере-
мещалась в противоположный целевой квадрант. В
ходе переобучения значимых стабильных разли-
чий, проявляющихся в течение нескольких дней,
между контрольной и диабетическими группами
выявить не удалось (рис. 3c, d и табл. 1), что, как мы
полагаем, может быть обусловлено благотворным
влиянием физических нагрузок в ходе выполнения
ВЛМ на когнитивные функции у животных всех
групп, в том числе с СД2. Следует отметить, что в ходе
переобучения животные контрольной группы после
ИВИ по итогам 6 дней показали способность к
перемещению по более короткой траектории,
что подтверждает более низкое значение инте-

Рис. 2. Оценка влияния интраназально вводимого инсулина (ИВИ, 0.5 МЕ/крысу/сутки) и ганглиозидов (ИВГ,
6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровни глюкозы и инсулина в крови крыс с СД2, вызванным
высокожировой диетой и низкой дозой стрептозотоцина, при проведении орального глюкозотолерантного теста. Обозна-
чения групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), группа 4 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа
5 (D) – диабет (Д), группа 6 (DI) – диабет + инсулин (ДИ), группа 7 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) –
диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ). (a) – AUC0–120, интегрированная площадь под кривой “концентрация глюкозы
(мМ) – время (мин)” для глюкозных кривых в течение 120 мин после нагрузки глюкозой. Данные представлены как сред-
нее ± SEM (n = 9). (b) – AUC0–120, интегрированная 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). Достоверность различий проверялась методом дисперсионного анализа ANOVA. Различия зна-
чимы по сравнению с контрольными крысами (К) при: b – p < 0.02; c – p < 0.001. Различия значимы по сравнению с не-
обработанными диабетическими крысами (Д) при: f – p < 0.001.
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Таблица 1. Влияние раздельных и совместных интраназальных введений инсулина (0.5 МЕ/крысу/сутки) и гангли-
озидов (6 мг/кг/сутки) животным контрольных групп и с СД2 на латентное время (AUC), длину пути (AUC) и ско-
рость плавания в водном лабиринте Морриса

Примечание. Данные представлены как среднее ± SEM (n = 9). Различия статистически значимы по t-тесту по сравнению с груп-
пой К при: * – p < 0.05,** – p < 0.02. Различия статистически значимы по сравнению с группой Д при: x – p < 0.05, xx– p < 0.02.
Различия статистически значимы по сравнению с группой КИ при: #– p < 0.05, ##– p < 0.02.

Группа AUC 
(Латентное время-дни), усл. ед.

AUC (Дистанция
до платформы-дни), усл. ед. Скорость плавания, м/с

Обучение с 1-го по 6-й день

К 101.7 ± 6.7 18.9 ± 1.5 0.168 ± 0.003
КИ 76.1 ± 5.4* 13.2 ± 1.3* 0.157 ± 0.007
КГ 110.6 ± 6.3 20.7 ± 1.8 0.163 ± 0.004
КГИ 89.0 ± 6.9 16.6 ± 2.2 0.159 ± 0.004
Д 130.4 ± 7.9** 24.1 ± 1.5* 0.164 ± 0.005
ДИ 108.0 ± 6.6х## 18.2 ± 1.3хх# 0.164 ± 0.004

ДГ 124.6 ± 10.2 19.9 ± 1.5 0.155 ± 0.004
ДГИ 110.5 ± 8.3 19.8 ± 1.3х 0.156 ± 0.003

Переобучение с 7-го по 12-й день

К 66.3 ± 4.3 11.8 ± 0.9 0.162 ± 0.003
КИ 53.2 ± 4.2 8.9 ± 0.9* 0.158 ± 0.005
КГ 56.0 ± 4.3 9.7 ± 0.9 0.162 ± 0.004
КГИ 73.0 ± 8.3 13.2 ± 2.3 0.157 ± 0.006
Д 76.9 ± 11.4 14.0 ± 2.1 0.168 ± 0.005
ДИ 82.2 ± 11.5 14.2 ± 1.7# 0.168 ± 0.007

ДГ 84.3 ± 12.5 13.0 ± 2.0 0.153 ± 0.006
ДГИ 72.4 ± 5.6 12.7 ± 1.1 0.165 ± 0.005

грированной площади под кривой AUC “длина
пути – дни (7–12)” по сравнению с контрольной
группой без введений, хотя AUC “латентное вре-
мя – дни (7–12)” между этими группами досто-
верно не отличаются.

Способность животных к обучению и формирова-
нию памяти определяется изменениями на уровне
сигнальных и эффекторных систем мозга, которые
инициируются в том числе различными ростовыми
факторами, прежде всего нейротрофическим факто-
ром мозга (BDNF). Положительное влияние ИВИ на
когнитивные функции у крыс контрольной группы
КИ может быть обусловлено увеличением содержа-
ния BDNF в иммунопозитивных клетках СА1 обла-
сти гиппокампа с 0.42 ± 0.06 усл. ед. в контроле (К) до
0.64 ± 0.10 усл. ед. в группе КИ (p < 0.001) (рис. 4). Од-
нако сравнение экспрессии BDNF в клетках гиппо-
кампа крыс из диабетических групп (Д, ДИ, ДГ и
ДГК) не выявило достоверных различий по срав-
нению с группой контроля (К). Несмотря на то
что обработка совместно ИВГ и ИВИ также повы-
шала уровень BDNF на срезах мозга группы КГИ, в
ВЛМ-тесте более эффективную пространственную

ориентацию крысы из этой группы показали только в
1-й день обучения. По совокупности 4 попыток они
двигалась по более короткой траектории, чем группа
контроля (К).

Для изучения причин когнитивных нарушений
при СД2 представляло интерес сравнить экспрес-
сию белков и активность ключевых протеинкиназ,
участвующих в регуляции синаптической пластич-
ности, в гиппокампе крыс контрольной группы (К)
и крыс с СД2. Обучение представляет собой весьма
энергозатратный процесс, в ходе которого нейро-
ны активно поглощают глюкозу, которая поступа-
ет в клетки через глюкозный транспортер GLUT-3.
В то же время большую часть глюкозы в мозге через
GLUT-1 поглощают астроциты, где она метаболи-
зируется и далее в виде лактата поступает в нейро-
ны через астроцитарно-нейрональный лактатный
челнок. Анализ экспрессии GLUT-1 в лизатах гип-
покампа методом Вестерн блоттинга не выявил до-
стоверных различий между изучаемыми группами
(рис. 5a). Эти данные не согласуются с уровнем
маркерного белка астроцитов GFAP, экспрессия
которого снижается во всех группах с СД2, хотя
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Рис. 3. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении контрольным
крысам и крысам с СД2 на длину пути к платформе в ВЛМ при обучении и переобучении. Обозначения групп на графике:
группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CI) – контроль + инсулин (КИ), группа 3 (CG) – контроль + ганглиозиды (КГ),
группа 4 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 5 (D) – диабет (Д), группа 6 (DI) – диабет + инсу-
лин (ДИ), группа 7 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) – диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ). (a) –
Изменение длины пути от старта до платформы при обучении с 1-го по 6-й день. (b) – Пример траектории движения в
период обучения (день 3). (c) – Изменение длины пути от старта до платформы при переобучении с 7-го по 12-й день.
(d) – Пример траектории движения в период переобучения (день 9). Данные представлены как среднее ± SEM (n = 9). Раз-
личия статистически значимы по t-тесту по сравнению с группой К при: a – p < 0.05; b – p < 0.02. Различия статистически
значимы по сравнению с группой Д при: d – p < 0.05; e – p < 0.02.
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Рис. 3. Окончание.
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значимыми по сравнению с контролем эти измене-
ния были только у крыс с СД2 без лечения и после
обработки ИВИ (рис. 5b). Анализ экспрессии белка
постсинаптического уплотнения PSD-95, который
выполняет важную роль в связывании рецепторов и
закреплении их в синаптическом уплотнении, а так-
же в связывании ферментов, регулирующих фосфо-

рилирование, нитрозилирование и другие моди-
фикации рецепторов, показал, что его содержание
в гиппокампе не претерпевает изменений (рис. 5c).

На межнейрональном уровне в основе таких фе-
номенов, как обучение и память, лежит взаимодей-
ствие двух форм синаптической пластичности, а
именно долговременной потенциации (LTP) и дол-
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говременной депрессии (LTD), баланс между кото-
рыми модулируется серин/треониновыми проте-
инкиназами – Akt-киназой (протеинкиназой B) и
киназой гликогенсинтетазы 3β (GSK3β), нижеле-
жащей мишенью Akt-киназы. Поскольку одним из
регуляторов функциональной активности этих
протеинкиназ в мозге является инсулин, то пред-
ставляло интерес провести оценку их активности
при СД2 и в группах с лечением ИВИ с помощью
специфических антител. Об активации Akt-киназы
можно судить по ее фосфорилированию по остатку
Ser473, в то время как основным сайтом для фосфо-
рилирования в молекуле GSK3β является располо-
женный недалеко от N-конца фермента остаток
Ser9, фосфорилирование которого приводит к ин-
гибированию фермента. Анализ лизатов гиппо-
кампа методом Вестерн блоттинга показал, что по-

сле лечения диабетических крыс ИВИ (группа ДИ)
уровень фосфорилирования Akt-киназы по остатку
Ser473 значимо снижался по сравнению с контроль-
ной группой (К) (рис. 6a). Однако в гиппокампе диа-
бетических крыс после обработки с помощью ИВИ
(группа ДИ) уровень фосфорилирования GSK3β по
остатку Ser9 не менялся, оставаясь на уровне значе-
ний в контрольной группе (К). В отличие от кон-
трольных животных совместные введения инсули-
на и ганглиозидов оказывали значительное моду-
лирующее влияние на фосфорилирование GSK3β
по остатку Ser9, вследствие чего содержание этой
формы фермента в группе с СД2 (группа ДГИ) до-
стоверно увеличивалось как по отношению к кон-
тролю, так и к группе с СД2 без лечения (p < 0.02)
(рис. 6b). Если 3-фосфоинозитидный путь, вклю-
чающий в качестве эффекторного компонента Akt-

Рис. 4. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на экспрессию
нейротрофического фактора мозга (BDNF) в СА1 области гиппокампа контрольных крыс и крыс с СД2. Обозначе-
ния групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), группа 2 (CI) – контроль + инсулин (КИ), группа 3 (CG) – кон-
троль + ганглиозиды (КГ), группа 4 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 5 (D) – диабет (Д),
группа 6 (DI) – диабет + инсулин (ДИ), группа 7 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) – диабет + гангли-
озиды + инсулин (ДГИ).@(a) – Экспрессия нейротрофического фактора BDNF, выявляемая по иммуногистохимической
реакции со специфическим антителом. Масштаб – 100 мкм. (b) – Количественная оценка экспрессии BDNF. Данные пред-
ставлены как среднее ± SEM. Различия статистически значимы по t-тесту по сравнению с группой К при: b – p < 0.02, c –
p < 0.001.
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киназу, активируется через посредство инсулинре-
цепторных субстратов (IRS), функционально со-
пряженных с инсулиновым рецептором, то каскад
МАПК запускается через посредство белка Grb2,
который также функционально взаимодействует с
рецептором инсулина. Для ERK1/2, важнейшего
представителя семейства МАПК, в гиппокампе на-
блюдали такую же закономерность, как и для Akt-ки-
назы. Уровень фосфорилирования ERK1/2 в гиппо-
кампе крыс с СД2 после 4-х недельных введений ин-
сулина (группа ДИ) достоверно снижался как по
отношению к контролю (К), так и по сравнению с
диабетической группой без лечения (Д) (p < 0.05)
(рис. 6c).

Метаболические нарушения в организме сопро-
вождаются интенсификацией воспалительных
процессов, в том числе в мозге. Накопление провос-
палительных цитокинов коррелирует с интенсивно-
стью этих процессов. Анализ лизатов гиппокампа на
содержание в них цитокина интерлейкина-6 (IL-6)
показал, что его количество увеличивается только у
крыс с СД2 после обработки ИВИ (группа ДИ),

что, возможно, и является причиной одновремен-
ного снижения степени фосфорилирования клю-
чевых протеинкиназ Akt и ERK1/2 (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Метаболизм глюкозы и энергетический обмен
на периферии, прежде всего в печени и жировой
ткани, регулируются инсулином не только напря-
мую, но и через посредство ЦНС. В этой связи
большинство работ, в которых описываются цен-
тральные эффекты гормона на метаболические
процессы, посвящены изучению его действия на
нейроны гипоталамуса [38–40]. Однако высокий
уровень экспрессии инсулиновых рецепторов вы-
явлен также в гиппокампе [41, 42]. Инсулин, как
было показано в опытах in vitro и in vivo, модулирует
синаптическую пластичность в гиппокампе [7–10,
43, 44]. Учитывая взаимосвязь синаптической
пластичности и когнитивных функций, логично
предположить, что инсулин способен оказывать
позитивное влияние на процессы обучения и фор-

Рис. 5. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на экспрессию
GLUT-1, GFAP и PSD95 в гиппокампе контрольных крыс и крыс с СД2. Обозначения групп на графике: группа 1 (C) –
контроль (К), группа 4 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 5 (D) – диабет (Д), группа 6 (DI) – диа-
бет + инсулин (ДИ), группа 7 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) – диабет + ганглиозиды + инсу-
лин (ДГИ). (a) – Экспрессия GLUT-1, (b) – Экспрессия GFAP, (c) – Экспрессия PSD95. Данные представлены как
среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по t-тесту по сравнению с контрольными крысами (К) при: b – p < 0.02.
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мирования памяти, что и было подтверждено экс-
периментально [45–48]. Представления о роли
инсулиновой сигнальной системы в гиппокампе
были значительно расширены, благодаря работе с
животными нокаутными по рецепторам инсулина

и IGF-1 в этой области мозга [49]. У нокаутных
мышей наблюдали не только когнитивные рас-
стройства, вызванные снижением экспрессии
GluА1 субъединицы АМРА-рецепторов в синап-
тосомальных мембранах гиппокампа, но и нару-

Рис. 6. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровень
фосфорилирования протеинкиназ Akt, GSK3β, ERK1/2 в гиппокампе контрольных крыс и крыс с СД2. Обозначения
групп на графике: группа 1 (C) – контроль (К), группа 4 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 5 (D) –
диабет (Д), группа 6 (DI) – диабет + инсулин (ДИ), группа 7 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) –
диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ). (a) – Фосфорилирование Akt-киназы по Ser473, (b) – фосфорилирование киназы
GSK3β по Ser9, (c) – фосфорилирование ERK1 по Thr202/Tyr204 и ERK2 по Thr186/Tyr187. Данные представлены как
среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по t-тесту по сравнению с контрольными крысами (К) при: а – p < 0.05, b –
p < 0.02. Различия значимы по сравнению с необработанными диабетическими крысами (Д) при: d – p < 0.05; e – p < 0.02.
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Рис. 7. Влияние ИВИ (0.5 МЕ/крысу/сутки) и ИВГ (6 мг/кг/сутки) при раздельном и совместном введении на уровень
экспрессии IL-6 в гиппокампе контрольных крыс и крыс с СД2. Обозначения групп на графике: группа 1 (C) – контроль
(К), группа 4 (CGI) – контроль + ганглиозиды + инсулин (КГИ), группа 5 (D) – диабет (Д), группа 6 (DI) – диабет + ин-
сулин (ДИ), группа 7 (DG) – диабет + ганглиозиды (ДГ), группа 8 (DGI) – диабет + ганглиозиды + инсулин (ДГИ). Дан-
ные представлены как среднее ± SEM (n = 7). Различия значимы по t-тесту по сравнению с контрольными крысами (К)
при: b – p < 0.02.
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шенную толерантность к глюкозе. Это подчерки-
вает важность гиппокампа не только как центра
консолидации памяти, но и как важнейшего звена
в нейрональной сети, регулирующей метаболизм
глюкозы в организме.

Для улучшения запоминания или коррекции
когнитивных нарушений используются различные
способы доставки инсулина в мозг, среди которых
интрацеребровентрикулярный (i.c.v.), непосред-
ственное введение гормона в область гиппокампа,
а также интраназальный способ доставки [45–48].
Первые два подхода высокотравматичны и трудно
реализуемы не только для человека, но и для жи-
вотных, и не могут быть использованы в клинике.

В качестве вспомогательного вещества, наделен-
ного нейропротекторными свойствами, способного
усилить действие инсулина, в наших экспериментах
использовался препарат суммарных ганглиозидов
мозга быка. Помимо нейропротекторного, антиок-
сидантного и противовоспалительного действия
описано положительное влияние ганглиозидов в
контроле энергетического гомеостаза, реализуемого
через гипоталамические механизмы [50]. В составе
липидных рафтов ганглиозиды регулируют актив-
ность тирозинкиназных доменов рецепторов инсу-
лина и ростовых факторов [33]. Взаимодействие
различных видов гликосфинголипидов с GluА2-
субъединицей АМРА-рецепторов препятствует
интернализации этих рецепторов и пролонгирует
нахождение в синаптической мембране в функци-
онально активном состоянии [51, 52], что имеет
большое значение в процессе обучения, в который
вовлечены АМРА-рецепторы. Если эффектив-
ность ИВИ общепризнана и этот способ введения
инсулина широко применяется в клинике для ле-
чения нейродегенеративных заболеванний, то
ИВГ, помимо наших исследований [53], приме-
нялся еще лишь в одной работе [54].

Сравнивая различные способы доставки инсу-
лина в мозг, следует отметить, что при i.c.v. и при
введении в определенные области мозга через им-
плантированные канюли эффективная концентра-
ция гормона при однократном применении не пре-
вышает 1–4 мЕД [45–47], тогда как для длительных
воздействий используются ИВИ в суточных дозах
0.48 ЕД и выше. Тем не менее при обработке ИВИ
контрольных животных через 2 нед мы наблюдали
улучшение пространственной ориентации в вод-
ном лабиринте Морриса, благодаря чему сокраща-
лись латентное время поиска платформы и длина
пути (табл. 1). Если эффект прямого введения мо-
жет быть связан с быстрой активацией Akt-киназы
в клетках гиппокампа [47], то в нашем случае улуч-
шение когнитивных функций является следствием
накопления BDNF в нейронах гиппокампа (рис. 4),
усиливающего долговременную потенциацию
(LTP) [55]. Отсутствие значимого эффекта на фор-
мирование пространственной памяти при введе-

нии одних ганглиозидов как контрольным кры-
сам, так и животным с СД2, возможно, связано с
тем, что в LTP на нашей модели задействованы
АМРА-рецепторы с ионным каналом, сформиро-
ванным не GluА2-субъединицей, к которым ган-
глиозиды имеют наибольшее сродство, а преиму-
щественно GluА1- или GluА3-субъединицами.

Активные межнейронные взаимодействия, в
том числе при обучении, сопровождаются интен-
сификацией метаболических процессов, увеличи-
вающих расход глюкозы [56, 57]. Анализ экспрес-
сии транспортера GLUT-1, через который глюкоза
поступает в астроциты, показал, что содержание
GLUT-1 в общем лизате гиппокампа у животных
как контрольных, так и групп с СД2 остается неиз-
менным (рис. 5). Нельзя исключать, что существу-
ют различия между группами в распределении
GLUT-1 между плазматической мембраной и цито-
золем, однако это требует дальнейших исследова-
ний. Интерес представляет уменьшение содержа-
ния маркерного белка астроцитов GFAP в гиппо-
кампе крыс с СД2 без лечения и после обработки
ИВИ. Однако на основании этих данных неправо-
мерно делать заключение, что снижается и количе-
ство самих астроцитов. GFAP – всего лишь один из
компонентов промежуточных филаментов. Мы-
ши, нокаутные по GFAP и его аналогу виментину,
жизнеспособны, хотя и лишены промежуточных
филаментов и менее устойчивы к стрессорным воз-
действиям [58, 59]. Проверка когнитивных функ-
ций у таких мышей в различных поведенческих те-
стах не выявила существенных различий по срав-
нению с животными дикого типа за исключением
их особенности к более быстрому “выгоранию” па-
мяти [60]. Благодаря введению ганглиозидов как
раздельно, так и вместе с инсулином крысам с СД2,
уровень GFAP в гиппокампе возрастал и достовер-
но не отличался от контрольной группы. В свою
очередь, постоянство экспрессии белка PSD95
свидетельствует об отсутствии изменений в пост-
синаптической мембране.

В отличие от периферии GLUT-4 не является
доминирующим переносчиком глюкозы в мозге.
Однако в отдельных синапсах требуется его при-
сутствие, чтобы поддержать развитие потенциала
действия [61]. GLUT-4 причисляют к критически
важным молекулярным компонентам гиппокампа,
без которых невозможно формирование памяти
[62]. Мы также попытались оценить вклад GLUT-4
в развитие когнитивного дефицита при СД2. Одна-
ко анализ уровня его экспрессии в гиппокампе с
помощью ПЦР в реальном времени не принес ни-
какого результата из-за низкого содержания исход-
ной матрицы (мРНК данного гена), количество ко-
торой не удалось амплифицировать до необходи-
мого порогового уровня даже при большом числе
циклов. Используя специфические антитела к
GLUT-4, были выявлены иммунопозитивные
клетки на срезах гиппокампа без видимых разли-
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чий в оптической плотности между группами. С
помощью иммуногистохимии также не было обна-
ружено различий в экспрессии GLUT-3, основного
транспортера глюкозы в нейронах. Отчасти это мо-
жет быть связано с временным фактором, так как
после завершения последних испытаний в ВЛМ
декапитация животных проводилась только через
72 ч. Анализ экспрессии генов и белков, обеспечи-
вающих сопряжение метаболизма между нейрона-
ми и астроцитами при обучении и формировании
долговременной памяти, показал значительные
изменения уже через 3, 6 и 24 ч после окончания те-
стирований [63]. Лишь некоторые из них сохраня-
лись на более поздних сроках.

В отношении когнитивных функций протеин-
киназы Akt, GSK3β и ERK1/2 рассматриваются как
регуляторы синаптической пластичности [64–66].
Ингибиторы GSK3β блокируют индукцию LTD,
тогда как развитие LTP приводит к подавлению ак-
тивности GSK3β [64]. Столь сложные взаимодей-
ствия способствуют защите информации, кодируе-
мой LTP, от последующего удаления при развитии
LTD, что обеспечивает консолидацию памяти. Се-
мейство киназ GSK3 чаще всего связывают с пато-
генезом болезни Альцгеймера, поскольку фермент
участвует в гиперфосфорилировании Tau-белка,
что вызывает его агрегацию и образование нейро-
фибриллярных клубков [67]. В таком случае высо-
кий уровень ингибирующего фосфорилирования
GSK3β по остатку Ser9, наблюдаемый в гиппокам-
пе крыс с СД2 после обработки совместно ИВИ и
ИВГ, способен обеспечить защиту не только от ги-
перфосфорилирования Tau-белка и тауропатии, но
и от когнитивного дефицита.

В клинической практике интраназальные вве-
дения инсулина используются для улучшения ко-
гнитивных функций у пациентов с болезнью Альц-
геймера и легкими нарушениями памяти, внима-
ния, восприятия информации и логического
мышления [68–70]. При введении людям с когни-
тивными расстройствами детемира, фармакологи-
ческого препарата инсулина пролонгированного
действия (40 ЕД/сутки) через 3 нед наблюдались
улучшения различных видов памяти [68]. Если же
введения продолжались в течение 4 мес, то пози-
тивный эффект отсутствовал, что связывают с раз-
витием ИР [69]. Одним их побочных эффектов
длительной обработки ИВИ здоровых животных и
животных с СД 1-го типа можно считать увеличение
содержания в крови тиреотропного гормона, опреде-
ляющего не только функциональную активность ти-
реоидной системы, но и зависимых от нее функций
ЦНС и эндокринной систем [71]. Возможно, наблю-
даемое нами через 4 нед ежедневных интраназальных
введений инсулина снижение активности Akt-кина-
зы и ERK1/2, оцениваемое по уровню их специфи-
ческого фосфорилирования, а также увеличение
содержания IL-6 являются предвестниками разви-
вающейся ИР и дисбаланса выработки тиролибе-

рина, рилизинг-фактора тиреотропного гормона
(рис. 6 и 7). Неясным остается источник, продуци-
рующий IL-6, поскольку иммуногистохимический
анализ с антителом к Iba1 показал отсутствие акти-
вированной микроглии в гиппокампе.

Таким образом, ИВИ улучшает пространствен-
ную память у животных с СД2, но длительные вве-
дения гормона могут привести к десенситизации в
гиппокампе как инсулиновой сигнальной систе-
мы, так и функционально взаимодействующих с
ней других сигнальных и нейромедиаторных си-
стем. Процессы десенситизации, как мы полагаем,
по крайней мере в некоторых случаях удается пре-
одолеть путем комбинированного применения
ИВИ с ганглиозидами. Крайне важным представ-
ляется установление временной динамики восста-
навливающего эффекта комбинированной тера-
пии ИВИ+ИВГ на сниженную при СД2 чувстви-
тельность к инсулину, на измененные в условиях
диабетической патологии протеинкиназные каска-
ды, мишени инсулина, и экспрессию факторов
нейродифференцировки и воспаления, и это тре-
бует дальнейших исследований. Полученные дан-
ные свидетельствуют в пользу перспективности
применения комбинаций ИВИ с ганглиозидами
как для предотвращения диабетической энцефало-
патии, так и для восстановления центральной регу-
ляции энергетического обмена.
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CORRECTION OF COGNITIVE IMPAIRMENTS AND SIGNALING PATHWAYS 
IN THE HIPPOCAMPUS OF RATS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS 

USING INTRANASALLY ADMINISTERED INSULIN AND GANGLIOSIDES
I. O. Zakharovaa,#, L. V. Bayunovaa, K. V. Derkacha, A. O. Shpakova, and N. F. Avrovaa

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

Insulin controls both systemic glucose homeostasis and the functional activity of the brain. Insulin content and
the activity of the insulin signaling system decreases in the brain in diabetes mellitus type 2 (DM2). It gives rise
to disorders of energy metabolism, including hypometabolism of glucose in the brain, and to cognitive dysfunc-
tions. The deficiency of hormone in the brain can be restored by intranasally administered insulin (IAI). It is also
reasonable to use it in combination with substances with neuroprotective properties, including complex glyco-
sphingolipids gangliosides, in order to increase the effectiveness of IAI for the correction of brain functions. In-
tranasal way of ganglioside delivery (IAG) to the brain can be explored as well. The aim of the research comprised
the evaluation of efficiency of separate and combined IAI and IAG use to correct the cognitive impairment in
Wistar rats with DM2 using the Morris water maze (MWM) and analysis of expression of proteins (BDNF,
GLUT-1, GLUT-3, GLUT -4, GFAP, PSD95) and activity of protein kinases (Akt, GSK3β, ERK1/2) involved
in learning and long-term memory formation in the hippocampus. IAI and IAG improved spatial orientation of
rats with DM2in the MWM, and the effect of combined use of IAI and IAG was similar to the effect of each sub-
stance used separately. Owing to combined IAI and IAG the activity of effector protein kinases (Akt and
ERK1/2) was maintained at the same level as in control rats while IAI monotherapy resulted in the reduced level
of their phosphorylation. The level of GSK3β phosphorylation at Ser9 was also increased after combined treat-
ments with insulin and gangliosides which is protective against tauropathy. Thus, the combined application of
IAI and IAG improves the functional state of the components of the insulin system in the brain of rats with DM2,
although it does not significantly enhance the effects of IAI on long-term memory.

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