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Резюме
Цель. Изучение экспрессии мРНК инсулина, 

уровня инсулина и лактата в различных областях 
головного мозга при экспериментальной болезни 
Альцгеймера, а также оценка экспрессии адап-
терного белка Fe65 и маркера окислительного по-
вреждения ДНК – γH2AX. 

Материалы и методы. Объект исследования 
– мыши линии C57BL/6, самцы в возрасте 4 меся-
цев, с интрагиппокампальным введением β-ами-
лоида (экспериментальная болезнь Альцгеймера 
(C57BL/6+ Aβ 1-42)), контрольная группа – мы-
ши линии C57BL/6, самцы в возрасте 4 месяца, 
после введения фосфатно-солевого буфера (лож-
но-оперированные животные (C57BL/6+PBS)). 
Оценку экспрессии гена инсулина в гиппокампе 
и миндалевидном теле осуществляли с помощью 
метода ПЦР. Определение уровня лактата и инсу-
лина в различных областях головного мозга про-
водили методом иммуноферментного анализа. 
Экспрессию Fe65 и γH2AX в гиппокампе изуча-
ли методом иммуногистохимии с последующей 
конфокальной микроскопией.

Результаты. У животных с эксперименталь-
ной моделью болезни Альцгеймера выявлена 
гиперэкспрессия гена инсулина в гиппокампе и 
миндалевидном теле, повышение уровня лакта-
та в гиппокампе, а также тенденция к увеличе-
нию уровня инсулина в миндалевидном теле по 
сравнению с контрольной группой. Установлено, 
что нейродегенерация альцгеймеровского типа 
сопровождается увеличением экспрессии белка 
Fe65 в эндотелии (p=0,0417) и γH2AX в нейронах 

гиппокампа (p=0,0443).
Заключение. Нейродегенерация альцгей-

меровского типа сопровождается увеличением 
уровня экспрессии гена инсулина в гиппокампе 
и миндалевидном теле головного мозга, что со-
пряжено с увеличение уровня инсулина в мин-
далевидном теле, обусловленное включением за-
щитного механизма в условиях токсического дей-
ствия β-амилоида. Это способствует нарушению 
передачи сигналов инсулина, вызывая развитие 
дисметаболизма глюкозы, что проявляется в уве-
личении уровня лактата в ткани головного мозга. 
Абберантная инсулин-сигнальная трансдукция 
находит свое отражение в нейрональной аккуму-
ляции γH2AX, вызывая дисфункцию нейронов, 
а также в гиперэкспрессии белка Fe65 в эндоте-
лии гиппокампа, которая обусловлена нарушени-
ем протеолиза APP за счет неспособности инсу-
лина ингибировать его взаимодействие с белком 
Fe65,и тем самым препятствовать образованию и 
отложению β-амилоида.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, це-
ребральная инсулинорезистентность, ген инсули-
на, лактат, Fe65, γH2AX. 
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EnglishAbstract
Aim. To study the insulin (INS) gene expres-

sion, insulin and lactate levels, expression of Fe65 
adapter protein, and level of oxidative DNA dam-
age marker γH2AX in different brain areas in the 
experimental model of Alzheimer's disease.

Materials and Methods. Male, 4-month-old 
C57BL/6 mice received either intrahippocampal 
injection of β-amyloid (C57BL/6 + Aβ 1-42) or 
phosphate-buffered saline (C57BL/6 + PBS). Insu-
lin (INS) gene expression in the hippocampus and 
amygdala was assessed by means of reverse tran-
scription-polymerase chain reaction. Levels of lac-
tate and insulin in different brain areas were mea-
sured by enzyme-linked immunosorbent assay. 
Expression of Fe65 adapter protein and γH2AX in 
the hippocampus was studied by immunofluores-
cence staining followed by confocal microscopy.

Results. We found an overexpression of the 
INS gene in the hippocampus and amygdala, an 
increase in lactate level in the hippocampus, and 
slightly increased insulin level in the amygdala of 
mice with Alzheimer's disease as compared with 

the control group. Neurodegeneration was accom-
panied by an elevated endothelial expression of 
Fe65 adapter protein (p= 0.04) and γH2AX in hip-
pocampal neurons (p = 0.04).

Conclusion. Alzheimer's disease neurodegen-
eration is accompanied by a disrupted insulin sig-
naling and impaired glucose metabolism in the 
hippocampus and amygdala. This further leads to 
a neuronal accumulation of γH2AX and impaired 
amyloid precursor protein proteolysis because of 
insulin inability to inhibit its interaction with the 
Fe65 adapter protein and to prevent formation and 
deposition of β-amyloid.

Keywords: Alzheimer's disease, cerebral insu-
lin resistance, insulin gene, lactate, Fe65, γH2AX.
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Введение
Болезнь Альцгеймера является наиболее ча-

стой причиной деменции и характеризуется ги-
стопатологическими, молекулярными и биохи-
мическими нарушениями, включая образова-
ние нейрофибриллярных сплетений, отложение 
β-амилоида, нарушение энергетического обме-
на, развитие митохондриальной дисфункции и 
окислительного стресса, повреждение ДНК и 
апоптоз нервных клеток [1]. Другим значимым 
отличительным признаком развития заболева-

ния является прогрессирующее ухудшением 
когнитивных функций с выраженными наруше-
ниями памяти, исполнительной функции и лич-
ностными изменениями [2, 3].

Ведущей гипотезой патогенеза болезни  
Альцгеймера является гипотеза амилоидно-
го каскада, которая постулирует, что β-амило-
ид играет центральную роль в ее развитии, вы-
зывая окислительное повреждение, синаптиче-
скую и нейрональную дисфункцию и, как след-
ствие, прогрессирование нейродегенерации [4].
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Необходимо отметить, что, согласно резуль-
татам многочисленных исследований, прове-
денных в течение последних нескольких де-
сятилетий, центральная метаболическая дис-
функция может выступать одним из ключевых 
признаков болезни Альцгеймера [5, 6, 7], о чем, 
в частности, свидетельствует развитие дисме-
таболизма глюкозы в головном мозге, который 
потенциально может наблюдаться за десятиле-
тия до развития симптомов заболевания [8, 9]. 
Стоит отметить, что церебральный метаболизм 
глюкозы долгое время считался процессом, ре-
гуляция которого не зависит от деятельности 
инсулина. Однако недавние эксперименталь-
ные данные указывают о выраженном влиянии 
инсулина не только на периферический, но и 
церебральный метаболизм глюкозы [10, 11].

В пользу данной концепции выступают и по-
являющиеся доказательства того, что наруше-
ние передачи сигналов инсулина может играть 
важную роль в патогенезе болезни Альцгейме-
ра [12, 13].

Накопленные экспериментальные данные за 
последнее десятилетие подтвердили, что мозг 
является чувствительным к инсулину органом. 
Так, рецептор инсулина и связанные с ним ре-
цепторы инсулиноподобного фактора роста 1 и 
2 (IGF1-R и IGF2-R) экспрессируются не только 
в гипоталамусе – области мозга, регулирующей 
метаболические процессы, но и в коре, гиппо-
кампе, таламусе и обонятельной луковице [14, 
15]. Кроме того, согласно результатам исследо-
ваний на животных, обнаружено наличие мРНК 
инсулина в различных регионах головного мозга 
[16, 17], тогда как, по данным клинических ис-
следований, в спинномозговой жидкости уста-
новлено присутствие С-пептида, который секре-
тируется в результате синтеза инсулина в β-клет-
ках поджелудочной железы [18, 19]. 

Известно, что адаптерный белок Fe65 не 
только образует транскрипционно активный 
комплекс с белком-предшественником β-ами-
лоида (APP), но и регулирует его протеолиз 
до β-амилоида. Также стоит отметить и то, что 
Fe65 принимает участие в ответе клеток на фор-
мирование двуцепочечных разрывов ДНК, рас-
познавании маркера окислительного поврежде-
ния ДНК – γH2AX (фосфорилированная форма 
гистона H2AX), активации апоптоза в нейро-
нальных клетках [20], в том числе при нейроде-
генерации альцгеймеровского типа. 

Примечательно, что абберантная передача 
сигналов инсулина приводит к образованию 

β-амилоида из APP [21, 22] за счет неспособно-
сти инсулина через PI3K-путь дефосфорилиро-
вать АРР, тем самым предотвратить его взаимо-
действие с адаптерным белком Fe65, который, 
в свою очередь, индуцирует активность таких 
генов-мишеней, как гликогенсинтаза киназы 3 
бета (GSK-3beta), APP, β-секретаза (BACE1), 
принимающих участие в амилоидогенном пути 
расщепления APP [23]. 

Цель исследования
Изучение экспрессии мРНК инсулина, уров-

ня инсулина и лактата в различных областях го-
ловного мозга при экспериментальной болезни 
Альцгеймера, а также оценка экспрессии адап-
терного белка Fe65 и маркера окислительного 
повреждения ДНК – γH2AX. 

Материалы и методы
Моделирование нейродегенерации 
Животные. Опытная группа – мыши линии 

C57BL/6, самцы, возраст 4 месяца – экспери-
ментальная болезнь Альцгеймера (C57BL/6+ 
Aβ 1-42) после введения β-амилоида (Aβ 1-42) 
в CA1 зону гиппокампа по 1 мкл билатерально 
согласно стереотаксическим координатам (ML 
± 1,3 мм, в AP − 2,0 мм. DV − 1,9 мм) (n=20). 
Контрольная группа – мыши линии C57BL/6, 
самцы, возраст 4 месяца – ложно-оперирован-
ные животные (C57BL/6+PBS) после введения 
растворителя для Aβ 1-42 – фосфатно-солевого 
буфера (PBS) (n=20). 

Животные находились в клетках со свобод-
ным доступом к воде и корму, регулярном све-
товом цикле 12 ч день/12 ч ночь и при темпера-
туре 21±1°С.

Исследования на животных проводились 
в соответствии с соблюдением принципов гу-
манности, изложенных в Директиве Европей-
ского сообщества (2010/63/ЕС). Исследования 
выполняли после утверждения заявки и про-
токола на использование лабораторных живот-
ных для исследования на заседании биоэтиче-
ской комиссии по работе с животными при ло-
кальном этическом комитете ИПО ФГБОУ ВО 
«Красноярский государственный медицинский 
университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецко-
го» Минздрава России (выписка из протокола 
№3 от 29.10.2019 г.).

Моделирование болезни Альцгеймера про-
водили путем интрагиппокампального введе-
ния Aβ 1-42 по стереотаксическим координа-
там мозга в СА1 зону. Aβ 1-42 (Sigma-Aldrich, 
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США) предварительно растворяли в PBS 
(Sigma-Aldrich, США) до концентрации 50 µM 
с последующей агрегацией в термостате при 
37°С в течение 7 дней. 1 мкл Aβ 1-42 вводили 
с каждой стороны гиппокампа в СА1 зону [24]. 
Выявление признаков болезни Альцгеймера 
осуществляли с 10 суток [25] после оператив-
ного вмешательства.

Верификацию модели болезни Альцгеймера 
проводили с помощью окрашивания срезов го-
ловного мозга тиофлавином S [26]. После вве-
дения Aβ 1-42 в ткани головного мозга амило-
идные бляшки флуоресцировали зеленым цве-
том [27].

Иммуноферментный анализ
Для определения уровня инсулина и лактата 

были забраны образцы тканей гиппокампа, мин-
далевидного тела и ольфакторной луковицы го-
ловного мозга животных. Для измерения каждо-
го показателя количество животных в опытной и 
контрольной группах составляло n=5. 

Перед забором головного мозга проводили 
анестезию с введением хлоралгидрата интрапе-
ритонеально в дозе 100 мг/кг веса животного. 

Образцы тканей гомогенизировали в 10мМ 
Tris-base (pH 7.4) с использованием стеклян-
ного гомогенизатора, затем центрифугировали 
в течение 5 мин при 4 °C и 11000 g, далее со-
бирали супернатанты и переносили в чистые 
пробирки. Уровень инсулина и лактата опре-
деляли с использованием иммуноферментного 
набора реагентов (Mouse Ultrasensitive Insulin 
ELISA kit; L-Lactate Assay Kit Colorimetric/
Fluorometric).

ПЦР анализ
Метод полимеразной цепной реакции в ре-

жиме реального времени использовали для 
определения уровня экспрессии гена инсули-
на (insulin I (Ins1), gene ID − 16333, ensemble − 
ENSMUSG00000035804) в гиппокампе и мин-
далевидном теле головного мозга исследуемых 
животных. В опытной и контрольной группах 
было по 5 животных.

Выделение тотальной РНК из образцов про-
водили с использованием набора реагентов 
«РНК-Экстран» (НПФ Синтол, Россия) соглас-
но стандартному протоколу фирмы-изготови-
теля. Обратную транскрипцию осуществляли 
с помощью набора реагентов «MMLV RT kit» 
(Евроген, Россия) при 40°С в течение 1 ч. Полу-
ченная кДНК использовалась для проведения 
ПЦР в режиме реального времени с помощью 
набора qPCRmix-HS (Евроген, Россия). Для 

определения количества фрагментов кДНК ин-
сулина и референсных генов GAPDH и ACTB 
(OOO «ДНК-Синтез», Россия) использовали 
наборы праймеров и флуоресцентно-меченных 
ДНК-зондов. Проведение ПЦР осуществляли с 
помощью амплификатора LightCycler 96. Отно-
сительный количественный анализ экспрессии 
генов проводили с использованием программ-
ного обеспечения LightCycler 96 Software.

Иммуногистохимическое исследование
Через 10 дней после оперативного вмеша-

тельства осуществляли транскардиальную 
перфузию 4% параформальдегидом (Sigma-
Aldrich, США) с последующим забором голов-
ного мозга. Мозг фиксировали в 10% нейтраль-
ном забуференном формалине, далее переноси-
ли в 20% раствор сахарозы. 

С использованием микротома Thermo 
Scientific Microm HM 650 (США) изготавлива-
ли срезы толщиной 50 мкм. Изучали экспрес-
сию маркеров методом непрямой иммуногисто-
химии для свободно плавающих срезов [28]. 

Срезы промывали в PBS, затем блокировали 
3% бычьим сывороточным альбумином (BSA, 
Sigma-Aldrich, США) в PBS и 1% Triton X-100 
в течение 1 ч при комнатной температуре с по-
следующим инкубированием в течение ночи с 
первичными антителами CD31 (MyBioSource, 
MBS532307, rat monoclonal, США) 1:1000, 
NeuN (Neuronal nuclei, Abcam, ab90, guinea 
pig polyclonal) 1:1000, Fe65 (Thermo Fisher 
Scientific, PA5-18560, rabbit polyclonal, США) 
1:1000, γH2AX (gamma histone family member 
X, Abcam, ab11174, rabbit polyclonal, Велико-
британия) 1:1000 с 3% BSA в PBS и 0,2% Triton 
X-100 (Sigma-Aldrich, США) при 4°С. По-
сле инкубации с первичными антителами сре-
зы промывали и инкубировали со вторичными 
антителами Alexa Conjugated antibody (Abcam, 
Великобритания) в разведении 1:1000 в течение 
2 ч при комнатной температуре.

Изображения были получены с помощью 
конфокального микроскопа Olympus FV 10i 
(Япония).

Для проведения иммуногистохимического 
исследования в опытной и контрольной груп-
пах было по 5 животных. От каждого животно-
го отбирали по 3 среза головного мозга. Под-
счет клеток, экспрессирующих Fe65 в эндоте-
лиацитах, и клеток, экспрессирующих γH2AX 
в нейронах, в каждом срезе в области гиппо-
кампа проводили в трех полях зрения (100х100 
мкм). При обработке полученных результатов 
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принимали во внимание относительное коли-
чество всех клеток, которые несли целевую 
метку. Выражали в процентах от общего коли-
чества клеток.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных результа-

тов проводили с помощью программ “GraphPad 
Prizm 8.0.1 (версия 8.0, США) и Stаtplus 
Professional (AnalystSoft Inc, США), сборка 
5.9.8.5/Core v.5.9.33 и GraphPad 6.0 (США). По-
скольку отсутствовала нормальность распреде-
ления, сравнение двух групп проводили с ис-
пользованием непараметрического U-критерий 
Манна-Уитни. Результаты представлены в виде 
(Me [Q1; Q3]), где Ме – медиана, Q1 – нижний 
квартиль, Q3 – верхний квартиль.

Для оценки взаимосвязи двух переменных 
(например, Интрагиппокампальная инъекция 
×область головного мозга) применяли непара-
метрический дисперсионный анализ (критерий 
Краскелла-Уоллиса).

Результаты в графическом изображении 
представлены в виде M±m, где М (Mean) – 
среднее значение, m (S.E.M.) – стандартная 
ошибка среднего.

Проверку статистических гипотез осущест-
вляли при уровне значимости p=0,05.

Результаты
В ходе исследования нами были количе-

ственно определены транскрипты мРНК, ко-
дирующие инсулин, в гиппокампе и минда-
левидном теле головного мозга животных с 
экспериментальной болезнью Альцгеймера 
(C57BL/6+Ab1-42) и ложно-оперированных 
животных (C57BL/6+PBS).

Установлено, что при моделировании болез-
ни Альцгеймера уровень экспрессии гена инсу-

лина (здесь и далее уровень представлен в у.е.) 
в гиппокампе животных (5,59[2,85;9,69]) ста-
тистически значимо (p=0,0043) выше по срав-
нению с ложно-оперированными животными 
(1,13[0,80;1,99]) (рисунок 1А). Подобная ситу-
ация выявлена и в миндалевидном теле голов-
ного мозга, в частности, уровень экспрессии 
гена инсулина у животных с эксперименталь-
ной болезнью Альцгеймера (8,15[3,10;10,59]) 
статистически значимо больше (p=0,0303) по 
сравнению с группой ложно-оперированных 
животных (3,10[1,43;3,89]), рисунок1Б.

При определении уровня инсулина в различ-
ных отделах головного мозга исследуемых жи-
вотных установлено взаимное влияние интра-
гиппокампальная инъекция× область головно-
го мозга (p=0,0169). При моделировании болез-
ни Альцгеймера у животных выявлено большее 
увеличение уровня инсулина в миндалевид-
ном теле головного мозга по сравнению с жи-
вотными контрольной группы, однако данная 
разница не являлась статистически значимой 
(p=0,1387), рисунок 2.

По результатам исследования концентрации 
продукта метаболизма глюкозы – лактата в гип-
покампе, миндалевидном теле и ольфакторной 
луковице головного мозга исследуемых живот-
ных установлено, что у животных с экспери-
ментальной моделью болезни Альцгеймера на-
блюдается статистически значимое (p=0,0276) 
увеличение базального уровня лактата в гиппо-
кампе по сравнению с ложно-оперированными 
животными (рисунок 3). При этом выражен-
ных различий по данному показателю в минда-
левидном теле (p=0,9989) и ольфакторной лу-
ковице (p>0,9999) головного мозга между дву-
мя исследуемыми группами не было выявлено 
(рисунок 3).

Рисунок 1.  
Нарушение экспрессии мРНК инсулина в различных областях 
головного мозга при экспериментальной болезни Альцгеймера. 
Экспрессия мРНК инсулина у животных с интрагиппокампаль-
ным введением β-амилоида (C57BL/6+Ab1-42) и ложно-опериро-
ванных животных (C57BL/6+PBS): (А) в гиппокампе; (Б) в минда-
левидном теле. (*p<0,05 – сравнение с ложно-оперированными 
животными, U-критерий Манна-Уитни). Уровень экспрессии 
представлен в у.е.

Figure 1.  
Disruption of insulin mRNA expression in different brain areas of 
mice with experimental Alzheimer's disease. Expression of insulin 
mRNA in mice which received an intrahippocampal injection 
of β-amyloid (C57BL/6 + Ab1-42) or phosphate-buffered saline 
(C57BL/6 + PBS). (A) Hippocampus; (B) Amygdala. Mann-Whitney 
U-test. The expression level is presented in arbitrary units.
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Рисунок 2.  
Изменение уровня инсулина в различных регионах голов-
ного мозга при экспериментальной болезни Альцгеймера. 
Уровень инсулина у животных с интрагиппокампальным 
введением β-амилоида (C57BL/6+Ab1-42) и ложно-опери-
рованных животных (C57BL/6+PBS) в гиппокампе, миндале-
видном теле и ольфакторной луковице головного мозга. 
Непараметрический дисперсионный анализ (критерий 
Краскелла-Уоллиса). Уровень инсулина представлен  
в нг/мг белка.

Figure 2.  
Changes in insulin levels in different brain areas of mice with 
experimental Alzheimer's disease. Insulin levels in mice which 
received an intrahippocampal injection of β-amyloid (C57BL/6 
+ Ab1-42) or phosphate-buffered saline (C57BL/6 + PBS) in the 
hippocampus, amygdala and olfactory bulb. Kruskal-Wallis 
test. Insulin levels are expressed in ng/mg protein.

Рисунок 3.  
Изменение уровня лактата в различных регионах 
головного мозга при экспериментальной болезни 
Альцгеймера. Уровень лактата у животных с 
интрагиппокампальным введением β-амилоида 
(C57BL/6+Ab1-42) и ложно-оперированных животных 
(C57BL/6+PBS) в гиппокампе, миндалевидном 
теле и ольфакторной луковице головного мозга. 
Непараметрический дисперсионный анализ (критерий 
Краскелла-Уоллиса). Уровень лактата представлен  
в нг/мг белка.

Figure 3.  
Changes in lactate levels in different brain areas of mice with 
experimental Alzheimer's disease. Lactate level in mice which 
received an intrahippocampal injection of β-amyloid (C57BL/6 
+ Ab1-42) or phosphate-buffered saline (C57BL/6 + PBS) in the 
hippocampus, amygdala and olfactory bulb. Kruskal-Wallis 
test. Lactate levels are expressed in ng/mg protein.

Анализ экспрессии адаптерного белка Fe65 
в исследуемых группах животных показал 
значимое (p=0,0417) увеличение экспрессии 
Fe65 в эндотелиальных клетках гиппокампа 
головного мозга при моделировании нейро-
дегенерации путем интрагиппокампального 
введения β-амилоида (12,00[11,00;14,50]) по 
сравнению с ложно-оперированными живот-
ными (C57BL/6+PBS) (7,05[5,00;11,00]) (ри-
сунок 4).

При исследовании аккумуляции в нейро-
нальных клетках гиппокампа γH2AX нами вы-
явлен статистически значимо (p=0,0443) вы-
сокий уровень данного маркера на нейронах у 
животных с интрагиппокампальным введени-
ем β-амилоида (10,50[5,75;15,25]%) по срав-

нению с ложно-оперированными животными 
(6,00[3,00;11,00]%) (рисунок 5).

Обсуждение
В течение продолжительного времени счита-

лось, что головной мозг нечувствителен к дей-
ствию инсулина. Однако результаты многочис-
ленных экспериментальных исследований по-
зволили пересмотреть и поменять сложившую-
ся точку зрения о роли инсулина в центральной 
нервной системе. Действительно, инсулин ре-
гулирует синаптическую пластичность, ока-
зывает нейромодулирующее и нейропротек-
тивное действие в головном мозге, что поло-
жительно сказывается на памяти и реализации 
когнитивных функций [29, 30].

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Рисунок 4.  
Нарушение экспрессии Fе65 
на клетках эндотелия при 
экспериментальной болезни 
Альцгеймера. Экспрессия 
Fе65 в гиппокампе головного 
мозга у животных с 
интрагиппокампальным 
введением β-амилоида 
(C57BL/6+Ab1-42) и 
ложно-оперированных 
животных (C57BL/6+PBS) 
(*P<0,05 – сравнение с 
ложно-оперированными 
животными, U-критерий 
Манна-Уитни). Количество 
положительных клеток 
представлено в процентах 
от общего количества клеток 
в поле зрения (оценивали 3 
поля зрения).

Figure 4.  
Disruption of Fe65 expression 
in cerebrovascular endothelial 
cells of mice with experimental 
Alzheimer's disease. 
Expression of Fe65 in the 
hippocampus of mice which 
received an intrahippocampal 
injection of β-amyloid (C57BL/6 
+ Ab1-42) or phosphate-
buffered saline (C57BL/6 + 
PBS). Mann-Whitney U-test. 
The number of positive cells 
is presented as a proportion 
of the total number of cells in 
the field of view (n = 3 fields 
of view).

Рисунок 5.  
Нарушение экспрессии γH2AX 
на клетках нейрональной при-
роды при экспериментальной 
болезни Альцгеймера. Экс-
прессия γH2AX в гиппокампе 
головного мозга у животных 
с интрагиппокампальным 
введением β-амилоида 
(C57BL/6+Ab1-42) и ложно-о-
перированных животных 
(C57BL/6+PBS) (*P<0,05 – срав-
нение с ложно-оперирован-
ными животными, U-критерий 
Манна-Уитни). Количество 
положительных клеток пред-
ставлено в процентах от обще-
го количества клеток в поле 
зрения (оценивали 3 поля 
зрения). 

Figure 5.  
Disruption of γH2AX expression 
in neuronal cells of mice with 
experimental Alzheimer's 
disease. Expression of 
γH2AX in the hippocampus 
of mice which received an 
intrahippocampal injection 
of β-amyloid (C57BL/6 + Ab1-
42) or phosphate-buffered 
saline (C57BL/6 + PBS). Mann-
Whitney U-test. The number of 
positive cells is presented as a 
proportion of the total number 
of cells in the field of view (n = 
3 fields of view).

Согласно результатам исследований in vi-
vo, выявлено присутствие мРНК инсулина в 
головном мозге, а также зафиксирована се-
креция инсулина из ГАМКергических ней-
ронов и эпителиальных клеток сосудистого 
сплетения [31].

Стоит отметить недавно установленный 
факт, что периферическая резистентность к 
инсулину вызывает выраженное нарушение 
функций головного мозга, что убедительно 
показывает взаимосвязь между метаболиче-
скими и когнитивными нарушениями, а так-
же нейродегенерацией альцгеймеровского 
типа [32].

Несмотря на значительное количество про-
веденных исследований, существуют доволь-
но неоднозначные данные по определению 
уровня мРНК инсулина в различных областях 
головного мозга, как в физиологических, так 
и патофизиологических условиях, в частно-
сти, при болезни Альцгеймера. Так, установ-
лено, что у пациентов с нейродегенерацией 
альцгеймеровского типа экспрессия мРНК 
инсулина в нейрональных клетках гипотала-
муса ниже в 2 раза, а в гиппокампе − в 4 раза 
по сравнению с контрольной группой [33]. 
Однако, согласно результатам другого иссле-
дования, экспрессия мРНК инсулина в ткани 
головного мозга пациентов с болезнью Альц-
геймера старше 65 лет имеет значимо высо-
кий уровень по сравнению с группой контро-
ля [34]. 

Кроме того, также имеются весьма проти-
воречивые экспериментальные данные, каса-
ющиеся уровня инсулина, а именно, согласно 
результатам нескольких исследований, при 
развитии болезни Альцгеймера его уровень в 
спинномозговой жидкости может быть повы-
шен, снижен или оставаться без выраженных 
изменений [35−37].

Важно отметить и тот установленный в хо-
де ряда проведенных исследований факт, что 
при развитии болезни Альцгеймера наблю-
дается снижение как уровня инсулина, так и 
экспрессии нескольких молекул-компонен-
тов инсулин-сигнального пути [38, 39]. Это, 
в свою очередь, провоцирует запуск цепи па-
тологических реакций, приводящих к аббе-
рантному метаболизму глюкозы, нарушению 
уровня АТФ в нервных клетках головного 
мозга, отложению β-амилоида и формирова-
нию нейрофибриллярных клубков [40,41]. 

Нами установлено, что при моделирова-
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нии нейродегенерации происходит увеличе-
ние экспрессии гена инсулина – insulin I в 
гиппокампе и миндалевидном теле головно-
го мозга, а также наблюдается тенденция к 
повышению уровня инсулина в миндалевид-
ном теле, что может быть обусловлено воз-
никновением конкуренции с β-амилоидом за 
связывание с рецептором инсулина, а также 
включением компенсаторных механизмов как 
ответной реакции на нейротоксическое дей-
ствие β-амилоида.

Известно, что скорость метаболизма глю-
козы в нервных клетках мозга в результате 
старения организма постоянно изменяется 
[42], при этом развитие нейродегенеративных 
заболеваний, в частности, болезни Альцгей-
мера, провоцирует выраженные патологиче-
ские изменения ее метаболизма [43].

Доклинические и клинические исследова-
ния документально подтверждают, что как в 
процессе старения [44], так и при развитии 
нейродегенерации альцгеймеровского типа 
[45] происходит не только снижение экспрес-
сии транспортеров глюкозы в ткани мозга, но 
и наблюдаются деструктивные изменения в 
экспрессии ведущих ферментов гликолиза и 
окислительного фосфорилирования.

Столь значительное сокращение потребле-
ния глюкозы нервными клетками может быть 
обусловлено их гибелью, что является отли-
чительным признаком прогрессирования бо-
лезни Альцгеймера [46]. 

В то же время по результатам другого ис-
следования было сделано предположение, со-
гласно которому при прогрессировании ней-
родегенерации альцгеймеровского типа, по-
мимо значительного количества нейронов 
с выраженными структурно-функциональ-
ными нарушениями, существует определен-
ная часть нейронов, которые обладают по-
вышенной устойчивостью к нейротоксиче-
скому действию β-амилоида. В основе тако-
го защитного механизма лежит способность 
нейронов использовать энергетически неэф-
фективный метод окисления глюкозы – анаэ-
робный гликолиз – с образованием лактата, 
что, в свою очередь, в значительной мере по-
вышает устойчивость нейронов к запрограм-
мированной гибели [47].

Согласно другой гипотезе, в астроцитах 
активно протекает процесс окисления глюко-
зы с образованием промежуточного продукта 
метаболизма – лактата, который может быть 

использован нейронами как основной источ-
ник энергии в условиях, не способствующих 
аэробному гликолизу [48].

В ходе одного из исследований у пациен-
тов с болезнью Альцгеймера был выявлен 
высокий уровень лактата в спинномозговой 
жидкости, что указывало о деструктивных 
изменениях митохондриального окислитель-
ного метаболизма в нервных клетках мозга 
[49].

Также необходимо сказать об эксперимен-
тально установленной взаимосвязи регио-
нальной продукции лактата и интерстициаль-
ным уровнем β-амилоида. При этом послед-
ний вызывает фосфорилирование субстрата 
рецептора инсулина 1 по остаткам серина, 
тем самым препятствуя последующей пере-
даче сигналов инсулина и приводя, в конеч-
ном итоге, к развитию церебральной инсу-
линорезистентности. Это, в свою очередь, 
доказывает наличие связи между инсулино-
резистентностью, гликолитическим метабо-
лизмом и главным патологическим белком 
при развитии болезни Альцгеймера [50, 51].

В результате проведенных нами исследо-
ваний установлено выраженное повышение 
уровня лактата в гиппокампе при моделиро-
вании болезни Альцгеймера, что может быть 
обусловлено усиленным поглощением глю-
козы нейронами как защитный механизм от 
нейротоксического действия β-амилоида.

Известно, что адапторный белок Fe65 уча-
ствует в различных нейрональных процессах 
– нейрогенезе и миграции нейронов, образо-
вании синапсов и регуляции синаптической 
пластичности в процессе обучения и памяти 
[52, 53].

Необходимо подчеркнуть и тот факт, что 
уровень экспрессии Fe65 может варьировать-
ся как в процессе развития организма [54], 
так и при возникновении ряда заболеваний, в 
частности, болезни Альцгеймера [55].

Существуют весьма противоречивые экс-
периментальные данные относительно спо-
собности Fe65 оказывать однозначное влия-
ние на уровень β-амилоида. Так, согласно ре-
зультатам одного из исследований in vitro вы-
явлено, что ингибирование активности белка 
Fe65 приводит к значимому уменьшению се-
креции β -амилоида в культуре нейронов [56].

Однако данные другого исследования с ис-
пользованием мышей линии APP / Fe65 пока-
зали как значительно более низкий уровень 
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накопления β-амилоида в коре головного моз-
га по сравнению с группой контроля, так и 
выраженное снижение продукции APP [57]. 

При этом на сегодняшний день все еще 
остается не до конца ясным роль Fe65 в клет-
ках эндотелиальной природы. Так, Uscio L. V. 
d’ и соавторы продемонстрировали существо-
вание метаболизма АРР в церебральных эн-
дотелиальных клетках [58], однако значение 
продуктов протеолиза АРР, как и адапторного 
белка Fe65 в физиологических и патофизио- 
логических условиях до сих пор остается не 
расшифрованным.

Полученные нами результаты показали, 
что у животных с интрагиппокампальным 
введением β-амилоида наблюдается повы-
шение экспрессии белка Fе65 в эндотелио-
цитах гиппокампа, что коррелирует с уста-
новленным нами ранее [59] данными о ги-
перэкспрессии β-амилоида в эндотелиоцитах 
головного мозга животных с эксперименталь-
ной моделью болезни Альцгеймера. Это мо-
жет быть связано с нарушением механизма 
протеолиза АРР в эндотелии головного моз-
га при развитии хронической нейродегенера-
ции, что, в конечном итоге, приводит к дис-
функции эндотелия.

Как показали результаты исследований, 
высокий уровень β-амилоида активирует про-
дукцию активных форм кислорода и ингиби-
рует биодоступность оксида азота, что про-
воцирует развитие структурно-функциональ-
ной нарушений нейрональных клеток, приво-
дя, в конечном итоге, к их гибели [60].

Повреждение ДНК в условиях окислитель-
ного стресса было продемонстрировано в ря-
де исследований, при этом оно может в зна-
чительной мере усугубляться при нейродеге-
неративных заболеваниях, а именно, при бо-
лезни Альцгеймера, что доказывает важную 
роль окислительного повреждения ДНК в па-
тогенезе заболевания [61].

Разрыв молекулы ДНК негативно отража-
ется на выживании нейронов и полноценной 
реализации ими функций, что, в свою оче-
редь, приводит к патологическим изменени-
ям в познавательной деятельности и прогрес-
сированию нейродегенерации [62].

 Так, в ходе недавнего исследования по из-
учению различных биомаркеров окислитель-
ного повреждения ДНК, в частности, γH2AX, 
у пациентов с легкими когнитивными нару-
шениями, а также у пациентов с болезнью 

Альцгеймера был обнаружен высокий уро-
вень γH2AX в лимфоцитах [63].

В другом исследовании было выявлено 
значимое повышение экспрессии γH2AX в 
астроцитах гиппокампа головного мозга па-
циентов с болезнью Альцгеймера, что может 
вызвать хромосомное повреждение астро-
глии, тем самым нарушая способность ней-
ронов гиппокампа в полной мере реализовы-
вать свои функции [64].

В результате проведенных нами исследо-
ваний установлено, что у животных с экс-
периментальной моделью болезни Альцгей-
мера наблюдается нейрональная аккумуля-
ция γH2AX в связи с нарушением структуры 
молекулы ДНК, что может быть обусловле-
но токсическим действием β-амилоида. Это 
активирует избыточную продукцию свобод-
ных радикалов, способствуя проявлению аб-
берантной активности нейронов и, как след-
ствие, прогрессированию нейродегенерации.

Заключение
Нейродегенерация альцгеймеровского ти-

па характеризуется увеличением уровня экс-
прессии гена инсулина (insulin I) в гиппокам-
пе и миндалевидном теле головного мозга, 
что сопряжено с увеличением уровня инсу-
лина в миндалевидном теле, обусловленным 
включением защитного механизма в услови-
ях токсического действия β-амилоида, а так-
же его конкурентным связыванием с рецеп-
тором инсулина. Это, в свою очередь, запу-
скает цепь патологических реакций вниз по 
инсулин-сигнальному пути, вызывая сниже-
ние поглощения глюкозы нервными клетками 
и, как следствие, развитие дисметаболизма 
глюкозы, что проявляется в увеличении уров-
ня лактата в ткани головного мозга, обуслов-
ленном включением компенсаторной реакции 
в ответ на β-амилоидный апоптоз нейронов. 
Абберантная инсулин-сигнальная трансдук-
ция, сопровождающаяся развитием цере-
брального дисметаболизма глюкозы, находит 
свое отражение как в нейрональной аккуму-
ляции γH2AX, вызывая дисфункцию нейро-
нов, так в и гиперэкспрессии белка Fe65 в эн-
дотелии гиппокампа, обусловленной наруше-
нием протеолиза APP за счет неспособности 
инсулина ингибировать его взаимодействие с 
белком Fe65,и тем самым препятствовать об-
разованию и отложению β-амилоида.
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