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Для выяснения роли нейропептида Y, проопиомеланокортина и меланинконцентрирую-
щего гормона в механизмах пищевого поведения, вызываемого снижением уровней
доступных жирных кислот и глюкозы в организме, методом гибридизации in situ иссле-
довали действие однократного введения 2-деоксиглюкозы или 2-меркаптоацетата на
уровни экспрессии мРНК исследованных нейропептидов в гипоталамусе крыс. Уровни
мРНК нейропептида Y в нейронах аркуатных ядер достоверно увеличиваются в условиях
недостатка доступной для тканей организма глюкозы, тогда как синтез меланинкон-
центрирующего гормона в нейронах латеральной гипоталамической области повышается
также при дефиците доступных жирных кислот. Эти данные свидетельствуют о том,
что глико- и липодепривация являются разными метаболическими сигналами, активи-
рующими различные нейропептидные звенья системы мозга, контролирующей пищевое
поведение.
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Введение животным 2-деоксиглюкозы (2-ДГ) или
2-меркаптоацетата (МА) — селективных блокато-
ров углеводного и липидного обмена соответст-
венно — приводит к значительному увеличению
потребления пищи |7]. Эти данные легли в ос-
нову гипотезы о том, что периферические сиг-
налы об уровнях глюкозы и жирных кислот регу-
лируют активность областей мозга, вовлеченных
в контроль пищевого поведения [4].

Гипоталамус играет центральную роль в ин-
теграции метаболических сигналов. Целый ряд
гипоталамических нейропептидов, выявленных в
недавнее время, таких как нейропептид Y (НП-Y),
производные проопиомеланокортина (ПОМК) и
меланинконцентрирующий гормон (МКГ) вовле-
чены в механизмы регуляции пищевого поведе-
ния. НП-Y принадлежит к семейству панкреати-
ческих полипептидов, и его хроническое введе-
ние в желудочки мозга приводит к гиперфагии
и увеличению массы тела 111,13]. Экспрессия
мРНК НП-Y и концентрация пептида в аркуат-
ных ядрах гипоталамуса значительно возрастают
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в период голодания; аналогичная картина на-
блюдается у животных с генетическим ожирени-
ем |5,6|. Получены данные о том, что утилиза-
ция глюкозы является важным сигналом для
продукции НП-Y в гипоталамусе [1]. Производ-
ное ПОМК — (х-меланоцитстимулирующий гор-
мон — снижает потребление пищи, активируя
центральные меланокортиновые рецепторы [8].
Данные исследований МКГ в нейронах лате-
ральной гипоталамической области также сви-
детельствуют об их вовлеченности в контроль
энергетического баланса и пищевого поведения.
Обнаружено, в частности, что уровни мРНК
МКГ увеличиваются во время голодания, а вве-
дение этого пептида в желудочки мозга стиму-
лирует потребление пищи [9,10]. Приведенные
данные о регуляторной роли нейропептидов в
механизмах пищевого поведения позволяют пред-
положить, что по крайней мере некоторые из
них могут осуществлять свою функцию посред-
ством мониторинга утилизации жирных кислот
и глюкозы в организме.

Для выяснения роли перечисленных'нейро-
пептидов в механизмах пищевого поведения,
вызываемого снижением уровней доступных жир-
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пых кислот и глюкозы в организме, мы изучили
действие однократного введения 2-ДГ юн МА на
потребление пищи и уровни экспрессии мРНК
НП-Y, ПОМ К и МКГ в гипоталамусе крыс.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

В эксперименте использованы 16 крыс-самцов
.пиши Spraguc-Dawley массой 300-350 г. Живот-
ные содержались в условиях стандартного свето-
вого дня (включение света в 6.00 ч. выключе-
ние — в 18.00 ч) при постоянной температуре
(22"С) со свободным доступом к воде и пище.
Опыт проводили в дневное время (12.00-15.00 ч),
когда грызуны проявляют низкую активность пи-
щевого потребления. Массу сухого корма изме-
ряли до и после опыта. Крысам эксперименталь-
ных групп (по 4 животных в каждой) интрапери-
гонеалыю инъецировали 2-ДГ ("Sigma". 60 мг/кг в
1 мл физраствора) или MA ("Sigma". 600 мкмоль/
кг в 1 мл физраствора). Крысам контрольной
группы (/7=8) вводили ) мл физиологического
раствора. Через 3 ч после введения растворов жи-
вотных лекапитировали, извлекали мозг и быст-
ро замораживали для дальнейшего исследования
методом гибридизации in situ. Крпосгатные сре-
зы гипоталамуса крыс толщиной 14 мкм монти-
ровали на предметные стекла ("Fisher Sci"), вы-
сушивали и инкубировали в течение 16 ч при
42°С в радиоактивно-меченном зонде, компле-
ментарном нуклеотидам 1297-1344 для мРНК
НП-Y, 1-33 мРНК ПОМК и 479-527 мРНК МКГ
("Scandinavian Gene Synthesis"). Зонды разводи-
ли в гибридизационном растворе, содержащем

50% формамида, 0.015 М нитратного буфера,
0.02% БСА, 0.02% фиколла, 0.02% поливинил-
пирролидона, 1% N-лауролсаркозина, 10% дек-
страна, 500 мг/л денатурированной ДНК семен-
ников лосося и 200 мМ дитиотрейтола. После
гибридизации срезы в течение 1 ч отмывали в
нитратном буфере при 55"С. высушивали на воз-
духе и покрывали эмульсией ("Ulford"). После
экспозиции, время которой для разных пептидов
составило от нескольких дней до 6 нед, стекла
со срезами проявляли ("Kodak"), фиксировали
в растворе "Kodak 3000", окрашивали толуидн-
ноным голубым и подсчитывали количество гра-
нул серебра над мечеными клетками в микро-
скопе "Nikon Microphot-FX", оснащением тем-
нопольным конденсором. Меченой клетку счи-
тали в случае пятикратного превышения коли-
чества гранул над ней по сравнению с фоном.
Всего подсчитывали не менее 200 клеток со сре-
зов гипоталамуса каждого животного. Статисти-
ческий анализ полученных данных проводили
при иомоши / критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Через 3 ч после введения 2-ДГ или МА масса
потребленного корма животными достоверно
(р<0.0\) превышала таковую в контрольной груп-
пе (рис. 1, а).

Авторадиографическая метка, соответствую-
щая мРНК НП-Y, обнаруживалась в нейронах
медиального отдела аркуатных ядер (рис. 2, а).
Нейроны, экспрессирующие мРНК ПОМК, ло-
кализовались в вентролатеральном отделе ар-
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Рис. 1. Влияние 2-деоксиглюкозы (заштрихованные столбики) и 2-меркаптоацетата (темные столбики) на пи-
щевое потребление через 3 ч после интралеритонеального введения (а) и на уровень экспрессии мРНК нейро-
пептидов (б) в нейронах гипоталамуса крыс.
По осям ординат — масса потребленного корма (а) и среднее число гранул серебра над клеткой (б)-
; _ нейропептид Y, 2 — проопиомеланокортин, 3 — меланинконцентрирующий гормон.
"р<0.01, **р<0.05 по сравнению с контролем (светлые столбики)
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Рис. 2. Локализация нейронов, экспрессирующих мРНК нейропептида Y (а), проопиомеланокортина (б) и ме-
ланинконцентрирующего гормона (в) в гипоталамусе крыс. Фотографии в темном поле.
Ж — III желудочек, MB — медиальный выступ, С — свод, МТ — маммилоталамический тракт, ЗТ — зрительный
тракт. Длина линии 200 мкм.

куатиых ядер и периаркуатной медиэбазальной
гипоталамической области (рис. 2, б). Гибри-
дизационный сигнал, соответствующий мРНК
МКГ, отмечался в нейронах латеральной гипота-
ламической области и zona incerta (рис. 2, в). Под-
счет гранул серебра над нейронами показал, что
введение 2-ДГ вызывает рост экспрессии мРНК
НП-Y и МКГ (на 28.4 и 48.2% соответственно),
тогда как инъекция МА вызывает увеличение
авторадиографического мечении только в нейро-
нах, синтезирующих МКГ на 30.1% (рис. I, б).

Обнаруженное усиление синтеза мРНК НП-Y
в нейронах аркуатных ядер и случае блокиро-
вания метаболизма углеводов и отсутствие вы-
раженной реакции после введения ЛНПИДНОГО
антиметаболита могут отражать избирательную
вовлеченность этого пептида в регуляцию угле-
водного обмена. Об этой возможности свиде-
тельствует тот факт, что введение HII-Y в же-
лудочки мозга стимулирует потребление живот-
ными корма, богатого углеводами |11|. Получен-
ные данные об избирательной активации НП-Y
в условиях блокады углеводного обмена под-
тверждают предположение о том, что дефицит
доступных глюкозы и жирных кислот стимули-
рует пищевое потребление посредством актива-
ции различных нейрональных путей и нейропеп-
тидергических систем |3 | . Галанинергические
нейроны рострального отдела паравентрикуляр-
ных ядер гипоталамуса, синтетическая актив-
ность которых, поданным литературы, при вве-

дении МА снижается, могут представлять ней-
ропептидергическую систему мозга, реактивную
к дефициту жирных кислот в организме |12|.

Обнаруженное в нашем опыте повышение
уровня экспрессии мРНК МКГ как в случае гли-
ко-, гак и липодепривации свидетельствует о
том, что МКГ-эргические нейроны латеральной
гипоталамической области могут служить общим
компонентом различающихся пейропептидер-
гических систем, ответственных за мониторинг
жирных кислот и глюкозы. Ранее выдвинуто
предположение, что нейроны, синтезирующие
МКГ, принимают участие в интеграции процес-
сов, связанных с эмоциональной реактивностью,
возбуждением и исследовательской активностью
|2|. В связи с этим можно предположить, что
активация центральных систем, контролирую-
щих потребление пищи в условиях дефицита ос-
новных энергетических субстратов, протекает с
участием МКГ-эргическом системы латеральной
гипотадамической области как эмоционального
и исследовательского компонента пищевою по-
ведения.

Полученные данные свидетельствую г о на-
личии в гипоталамусе нейронов, селективно реа-
гирующих на изменение углеводного обмена
(нейроны аркуатных ядер, относящихся к дейст-
вию НП-Y), и нейронов, повышающих свою ак-
тивность при недостатке любого из основных
энергетических метаболитов (МКГ-эргические
нейроны латеральной гипоталамической обла-
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ста). Эти нейрональные системы могут представ-
лять различные компоненты с'истемы мозга, кон-
тролирующей пищевое поведение путем мони-
торинга жирных кислот и углеводов в организме.
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