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Õ. Ôàõóðè è äð.
Ôåíèëìàñëÿíàÿ êèñëîòà óñèëèâàåò ïîòðåáëåíèå ãëþêîçû àäèïîöèòàìè 3T3-L1

Ñàõàðíûé äèàáåò — õðîíè÷åñêîå ìåòàáîëè÷åñêîå çàáîëåâàíèå, ñâÿçàííîå ñ íàðóøåíèåì óñâîåíèÿ
ãëþêîçû âñëåäñòâèå ðåçèñòåíòíîñòè ê èíñóëèíó. Ôîñôàòàçà PTEN ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì èíñóëèíçàâè-
ñèìîãî PI3K-ñèãíàëüíîãî ïóòè, àêòèâèðóþùåãî ãëþêîçíûé òðàíñïîðòåð (GLUT) 4-ãî òèïà (GLUT-4).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îöåíèâàëè âëèÿíèå ôåíèëìàñëÿíîé êèñëîòû (ÔÌÊ), õèìè÷åñêîãî øàïåðîíà è ïî-
òåíöèàëüíîãî ìîäóëÿòîðà àêòèâíîñòè PTEN, íà óðîâåíü ïîòðåáëåíèÿ ãëþêîçû äèôôåðåíöèðîâàííûìè
àäèïîöèòàìè 3T3-L1. Äèôôåðåíöèàöèþ ïðåàäèïîöèòîâ 3T3-L1 â çðåëûå àäèïîöèòû õàðàêòåðèçîâàëè ïî
íàêîïëåíèþ ëèïèäíûõ âêëþ÷åíèé è ýêñïðåññèè AP2. Âñå ïîêàçàòåëè îöåíèâàëè êàê ïðè íîðìàëüíîì
óðîâíå ïîòðåáëåíèÿ ãëþêîçû, òàê è ïîñëå ñòèìóëÿöèè êëåòîê èíñóëèíîì. Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ GLUT-1,
GLUT-4, PIP3, pAkt, pPTEN è PARK-7 èñïîëüçîâàëè Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé
ìåòîä. Ñåêðåöèþ ëåïòèíà è àäèïîíåêòèíà õàðàêòåðèçîâàëè ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî ìåòîäà.
Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ÔÌÊ íåçàâèñèìî îò èíñóëèíà çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ïîòðåáëåíèå ãëþêîçû
3T3-L1 àäèïîöèòàìè. Â êëåòêàõ ïðè ýòîì îáùåå êîëè÷åñòâî GLUT-1 è äîëÿ GLUT-4, òðàíñëîöèðîâàí-
íîãî â ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, âîçðàñòàþò, õîòÿ îáùåå êîëè÷åñòâî GLUT4 íå ìåíÿåòñÿ. Êðîìå òîãî,
óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî PIP3 è pAkt, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óñèëåíèè àêòèâíîñòè PI3K-ñèãíàëüíîãî
ïóòè è óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû PTEN, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ãîâîðèò î ñíè-
æåíèè àêòèâíîñòè ýòîãî áåëêà. Óðîâåíü PARK-7 â êëåòêàõ ïîñëå äåéñòâèÿ ÔÌÊ òàêæå âîçðàñòàë. Îáðà-
áîòêà çðåëûõ àäèïîöèòîâ ÔÌÊ íå âëèÿëà íà èõ äèôôåðåíöèðîâêó, íî ñíèæàëà ñîîòíîøåíèå ëåïòèíà ê
àäèïîíåêòèíó â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ÔÌÊ óñèëè-
âàåò óñâîåíèå ãëþêîçû àäèïîöèòàìè, ìåíÿÿ, âåðîÿòíåå âñåãî, óðîâåíü ýêñïðåññèè ãëþêîçíûõ òðàíñïîð-
òåðîâ è (èëè) ó÷àñòíèêîâ PI3K-ñèãíàëüíîãî êàñêàäà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü
ÔÌÊ êàê ïåðñïåêòèâíûé ïðåïàðàò äëÿ ïðèìåíåíèÿ â êîìïëåêñíîé ïðîòèâîäèàáåòè÷åñêîé òåðàïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äèàáåò II òèïà, àäèïîöèòû, ôåíèëìàñëÿíàÿ êèñëîòà, PARK-7.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÌÔÊ — àäåíîçèíìîíîôîñôàòçàâèñèìàÿ ïðîòåèíêèíàçà, ÔÌÊ —
ôåíèëìàñëÿíàÿ êèñëîòà, GLUT — èíñóëèíçàâèñèìûé òðàíñïîðòåð ãëþêîçû, PI3K — ôîñôîèíîçè-
òèä-3-êèíàçà.

Ñàõàðíûé äèàáåò — õðîíè÷åñêîå ïðîãðåññèðóþùåå
íàðóøåíèå ìåòàáîëèçìà, ÷èñëî áîëüíûõ êîòîðûì â ïî-
ñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ ïîñòîÿííî óâåëè÷èâàåòñÿ (Wild
et al., 2004). Ãèïåðãëèêåìèÿ, íàèáîëåå çíà÷èìûé ñèìïòîì
äàííîãî çàáîëåâàíèÿ, ðàçâèâàåòñÿ âñëåäñòâèå ôóíêöèîíà-
ëüíîãî äåôèöèòà èíñóëèíà èëè óñòîé÷èâîñòè ê íåìó,
èíîãäà ïðè ñî÷åòàíèè ýòèõ ôàêòîðîâ (Deshpande et al.,
2008). Äèàáåò II òèïà (áîëüøèíñòâî åãî ôîðì) ÿâëÿåò-
ñÿ êîìïëåêñíûì çàáîëåâàíèåì: ñî÷åòàíèå ãåíåòè÷åñêèõ
èçìåíåíèé, îáóñëîâëèâàþùèõ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê
íåìó, è íåáëàãîïðèÿòíûõ âíåøíèõ ôàêòîðîâ ñïîñîáñòâó-
åò ôîðìèðîâàíèþ ðåçèñòåíòíîñòè ê èíñóëèíó è íåäîñòà-
òî÷íîé âûðàáîòêå èíñóëèíà (Cornell, 2015). Íàðóøåíèÿ â
ñèñòåìå ñåêðåöèè èíñóëèíà ñâÿçûâàþò ñ ïîñòåïåííûì
ðàçâèòèåì äèñôóíêöèè áåòà-êëåòîê è èíèöèàöèåé àïîï-
òîçà, âûçûâàåìûìè ëèïîòîêñè÷íîñòüþ, ãëþêîòîêñè÷-
íîñòüþ è íàêîïëåíèåì îòëîæåíèé àìèëèíà (Carrera Boa-

da, Martinez-Moreno, 2013). Èíñóëèí âëèÿåò íà ìíîãèå
áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû âî ìíîãèõ òêàíÿõ, â ÷àñòíîñòè
æèðîâîé (Dimitriadis et al., 2011). Ïîñëåäíÿÿ èãðàåò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãëþêîçíîãî îáìåíà îðãàíèç-
ìà, ñåêðåòèðóÿ öèòîêèíîïîäîáíûå áåëêè, íàçûâàåìûå
àäèïîêèíàìè (Carrera Boada, Martinez-Moreno, 2013).
Ñâÿçü àäèïîêèíîâ, â ÷àñòíîñòè àäèïîíåêòèíà è ëåïòèíà, ñ
ðåçèñòåíòíîñòüþ ê èíñóëèíó ïîäòâåðæäåíà äîñòàòî÷íî
äàâíî: àäèïîíåêòèí óñèëèâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ãëþêî-
çå, à ëåïòèí íàðÿäó ñ íåêîòîðûìè äðóãèìè öèòîêèíàìè,
íàîáîðîò, óâåëè÷èâàåò èíñóëèíîðåçèñòåíòíîñòü (Savage
et al., 2005).

Èíñóëèíîðåçèñòåíòíîñòü ïðèâîäèò ê íàðóøåíèÿì äî-
ñòàâêè ãëþêîçû ê òêàíÿì è îðãàíàì (Gould, Holman,
1993). Â íîðìå ãëþêîçíûé îáìåí âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïåðå-
ìåùåíèå ãëþêîçíîãî òðàíñïîðòåðà (GLUT) 4-ãî òèïà
(GLUT-4) èç öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ âåçèêóë ê ïëàçìàòè÷å-
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ñêîé ìåìáðàíå (Dimitriadis et al., 2011). Íà÷àëüíûé ýòàï
ïîãëîùåíèÿ ãëþêîçû àäèïîöèòàìè ñâÿçàí ñ òðàíñïîðòå-
ðîì 1-ãî òèïà GLUT-1 (Wild et al., 2004), ëîêàëèçîâàííûì
ïðåèìóùåñòâåííî íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (Gould,
Holman, 1993). Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèàöèè êîëè÷åñòâî
GLUT-1 ñíèæàåòñÿ (Hauner et al., 1998). Ìíîãèå ôàêòîðû
âëèÿþò íà óðîâåíü GLUT-1 â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå,
óâåëè÷èâàÿ òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü, ëèáî ìîäóëè-
ðóÿ äîñòàâêó GLUT-1, ëèáî äåëàþò ñðàçó òî è äðóãîå (Nu-
gent et al., 2001; Perrini et al., 2004; Roach, Plomann, 2007;
Shang et al., 2008; Ge et al., 2011).

Ïðîöåññ èíñóëèíèíäóöèðîâàííîé òðàíñëîêàöèè
GLUT-4 ñòèìóëèðóåòñÿ ñèãíàëüíûì ïóòåì ÷åðåç ïðîòå-
èíêèíàçû PI3K/Akt (ïðîòåèíêèíàçà Â) (Taniguchi et al.,
2006). Ôîñôàòàçà è ãîìîëîã òåíçèíà PTEN äåôîñôîðèëè-
ðóåò ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-ôîñôàò (PIP3), îñóùåñòâëÿÿ
íåãàòèâíóþ ðåãóëÿöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè PI3K è âëèÿÿ
òàêèì îáðàçîì íà ìåòàáîëèòíóþ àêòèâíîñòü èíñóëèíà,
âêëþ÷àÿ ïîãëîùåíèå ãëþêîçû (Kim et al., 2005). Íåãàòèâ-
íàÿ ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè PTEN îñóùåñòâëÿåòñÿ øèðîêî
ðàñïðîñòðàíåííûì ìíîãîôóíêöèîíàëüíûì áåëêîì-7 áî-
ëåçíè Ïàðêèíñîíà (PARK-7, äåãëèêàçà DJ-1) (Chu, Tar-
nawski, 2004; Kim et al., 2005; Da Costa, 2007; Kim et al.,
2009), êîòîðûé íåîáõîäèì äëÿ àäèïîãåíåçà è ó÷àñòâóåò â
ðàçâèòèè èíñóëèíîâîé ðåçèñòåíòíîñòè (Jain et al., 2012;
Kim et al., 2014).

Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà PARK-7
ðåçêî âîçðàñòàåò ïðè äåéñòâèè ôåíèëìàñëÿíîé êèñëîòû
(ÔÌÊ), è ýòî óâåëè÷åíèå ñóùåñòâåííî äëÿ ýôôåêòà ÔÌÊ
(Zhou et al., 2011). ÔÌÊ — àðîìàòè÷åñêàÿ çàìåùåííàÿ
æèðíàÿ êèñëîòà ñ êîðîòêèìè öåïî÷êàìè, êîòîðàÿ äåéñò-
âóåò êàê èíãèáèòîð äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ è êàê õèìè÷å-
ñêèé øàïåðîí (Iannitti et al., 2011). Âîçìîæíàÿ ðîëü æèð-
íûõ êèñëîò ñ êîðîòêèìè öåïî÷êàìè, âêëþ÷àÿ ÔÌÊ, â ïà-
òîãåíåçå äèàáåòà è ðàçâèòèè èíñóëèíîðåçèñòåíòíîñòè â
íàñòîÿùåå âðåìÿ äî êîíöà íå èçó÷åíà. Ââåäåíèå áóòèðàòà
óñèëèâàåò èíñóëèíîâûé ñèãíàë è ñíèìàåò íåêîòîðûå ïî-
ñëåäñòâèÿ èíñóëèíîðåçèñòåíòíîñòè, âûçâàííîé äèåòîé, ó
ìûøåé (Gao et al., 2009). ÔÌÊ âîññòàíàâëèâàåò íîðìàëü-
íûé óðîâåíü ãëþêîçû â ñûâîðîòêå êðîâè ó äåôèöèòíûõ
ïî ëåïòèíó ìûøåé ñ äèàáåòîì (Ozcan et al., 2006; Xu
et al., 2010). Â äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîáëàñòàõ ìûøåé
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÊ âîçðàñòàåò óðîâåíü ìÐÍÊ
GLUT4, õîòÿ áàçîâîå ïîòðåáëåíèå ãëþêîçû êëåòêàìè íå
óâåëè÷èâàåòñÿ (Hu et al., 2014). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
ÔÌÊ ìîæåò ìîäóëèðîâàòü êàíîíè÷åñêèé èíñóëèíîâûé
ñèãíàëüíûé ïóòü è ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ ïîòðåáëåíèÿ
ãëþêîçû êóëüòèâèðóåìûìè àäèïîöèòàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à. Ðà-
áîòà âûïîëíåíà íà êëåòî÷íîé ëèíèè 3Ò3-L1
ATCC®CL-173™ (ïàññàæè ñ 3-ãî ïî 7-é). Ôèáðîáëàñòû
3Ò3-L1 êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ 25 ñì2 ïðè 37 °Ñ â
àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ñû-
âîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Sigma-Aldrich), ïåíè-
öèëëèí (50 åä./ìë) è ñòðåïòîìèöèí (50 ìêã/ìë, Sigma-Al-
drich). Ñðåäó çàìåíÿëè êàæäûå 2—3 ñóò äî äîñòèæåíèÿ
70 % êîíôëþýíòíîñòè, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ïåðåíîñèëè âî
ôëàêîíû 75 ñì2 è êóëüòèâèðîâàëè äàëüøå. Äëÿ ðÿäà ýêñ-
ïåðèìåíòîâ êëåòêè ïåðåíîñèëè â 6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû
(8�104 êë./ÿ÷åéêà) äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (BD Falcon,
ÑØÀ). Ïåðåä ïîñåâîì êëåòêè ñ÷èòàëè ñ ïîìîùüþ ãåìî-

öèòîìåòðà, æèçíåñïîñîáíîñòü îöåíèâàëè â 0.4%-íîì ðàñ-
òâîðå òðèïàíîâîãî ñèíåãî.

Â ïëàíøåòàõ êëåòêè èíêóáèðîâàëè äî äîñòèæåíèÿ
100%-íîé êîíôëþýíòíîñòè, çàòåì îñòàâëÿëè â ñðåäå åùå
íà 48 ÷, ïîñëå ÷åãî çàìåíÿëè DMEM íà ñðåäó äëÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿëà ñîáîé DMEM, ñîäåð-
æàùóþ 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, 1 ìêÌ
äåêñàìåòàçîíà, 0.5 ìÌèçîáóòèëìåòèëêñàíòèíà è 1 ìêã/ìë
èíñóëèíà. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè 48 ÷, çàòåì ñðåäó çàìå-
íÿëè íà ñðåäó äëÿ ïîääåðæàíèÿ àäèïîöèòîâ (90 %
DMEM, 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è
1 ìêã/ìë èíñóëèíà) è ìåíÿëè åå êàæäûå 2 ñóò. Îáùàÿ
ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà 14 ñóò,
ïîñëå ÷åãî â êóëüòóðå íàáëþäàëè ìîðôîëîãè÷åñêèé ïðè-
çíàê çðåëîñòè àäèïîöèòîâ — íàêîïëåíèå ëèïèäíûõ
âêëþ÷åíèé.

Äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè äåëèëè íà 4 ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûå ãðóïïû: êîíòðîëüíûå êëåòêè áåç âîçäåéñò-
âèé; êëåòêè, îáðàáîòàííûå ÔÌÊ; êëåòêè, ñòèìóëèðîâàí-
íûå èíñóëèíîì; êëåòêè, îáðàáîòàííûå ÔÌÊ è ñòèìóëè-
ðîâàííûå èíñóëèíîì. Äëÿ îáðàáîòêè êëåòêè ïîìåùàëè â
ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 1 ìÌÔÌÊ, íà 24 ÷, ïîñëå ÷åãî â òå-
÷åíèå 2 ÷ êëåòêè èíêóáèðîâàëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå,
äâàæäû îòìûâàëè ëåäÿíûì ðàñòâîðîì Êðåáñà—Ðèíãåðà
è îñòàâëÿëè â íåì íà 10 ìèí. Èíñóëèí äëÿ ñòèìóëÿöèè
äîáàâëÿëè â ñðåäó â êîëè÷åñòâå 20 íÌ. Ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ñòèìóëÿöèè ñîñòàâëÿëà 20 ìèí.

Ï î ò ð å á ë å í è å ã ë þ ê î ç û îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
êîììåð÷åñêè äîñòóïíîãî íàáîðà ðåàãåíòîâ (ab136955;
Abcam, ÑØÀ). Àäèïîöèòû äâàæäû îòìûâàëè ôîñôàòíûì
áóôåðîì è èíêóáèðîâàëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå â òå-
÷åíèå íî÷è â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ. Êëåòêè îòìûâàëè
îò ñðåäû è ïîìåùàëè â 100 ìêë ðàñòâîðà Êðåáñà—Ðèíãå-
ðà, ñîäåðæàùåãî 2 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà
(ÁÑÀ), íà 40 ìèí. Â äâóõ ãðóïïàõ ïðîâîäèëè ñòèìóëÿ-
öèþ èíñóëèíîì (1 ìêÌ) â òå÷åíèå 20 ìèí. Â ëóíêè äî-
áàâëÿëè ïî 10 ìêë ðàñòâîðà 2-äåçîêñèãëþêîçû (2-ÄÎÃ,
10 ìÌ), ïîñëå ÷åãî êëåòêè ðàçðóøàëè 80 ìêë áóôåðà äëÿ
ýêñòðàêöèè, çàìîðàæèâàëè, îòòàèâàëè è èíêóáèðîâàëè
ïðè 85 °Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí. Êëåòî÷íûå ëèçàòû îõëàæäà-
ëè íà ëüäó è äîáàâëÿëè áóôåð äëÿ íåéòðàëèçàöèè. Ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè À êëåòêè èíêóáèðîâàëè
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Íà ïîñëåäíåì ýòàïå äîáàâëÿëè
ðåàêöèîííóþ ñìåñü Â è îöåíèâàëè ïîãëîùåíèå ïðè
412 íì. Ïîòðåáëåíèå ãëþêîçû ðàññ÷èòûâàëè ïî êàëèáðî-
âî÷íîé êðèâîé.

Î ê ð à ø è â à í è å ì à ñ ë ÿ í û ì ê ð à ñ í û ì O è ê î -
ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à ë è ï è ä î â. Ðàñòâîð êðàñèòå-
ëÿ ãîòîâèëè â äåíü ýêñïåðèìåíòà ïóòåì ðàñòâîðåíèÿ
300 ìã ïîðîøêà êðàñèòåëÿ â 100 ìë ÷èñòîãî èçîïðîïàíî-
ëà. Êëåòêè îòìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì ðàñòâîðîì (PBS,
ðÍ 7.4) è ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â 10%-íîì çàáóôå-
ðåííîì ôîðìàëüäåãèäå. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè è èíêó-
áèðîâàëè â ðàñòâîðå ìàñëÿíîãî êðàñíîãî O 15 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè íà ìèê-
ðîñêîïå Axiophot (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ êîëè÷åñò-
âåííîãî îïðåäåëåíèÿ ëèïèäíûõ îòëîæåíèé èç àäèïîöè-
òîâ âûäåëÿëè îêðàøåííîå ñîäåðæèìîå è îöåíèâàëè åãî
ïî ïîãëîùåíèþ ïðè 500 íì ñ èñïîëüçîâàíèåì ìíîãîêà-
íàëüíîãî ñïåêòðîôîòîìåòðà.

Êîëè÷åñòâî ëåïòèíà è àäèïîíåêòèíà â ñðåäàõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêèõ
íàáîðîâ äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà (ab100718
è ab108785 ñîîòâåòñòâåííî; Abcam, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñò-
ðóêöèÿì èçãîòîâèòåëÿ.
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Ý ê ñ ò ð à ê ö è ÿ á å ë ê î â è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò-à í à -
ë è ç. Êëåòêè ïðîìûâàëè PBS è äîáàâëÿëè â ëóíêè ïî 100
ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà: 1 % Òðèòîíà X-100, 1 % SDS,
1 ìÌÝÄÒÀ, 1 ìÌPMSF, 2 ìÌNa3VO4 è 1 ìÌNaF. Ëèçèñ
âåëè íà ëüäó â òå÷åíèå 45 ìèí, ëèçàòû îòáèðàëè è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 14 000 g. Äëÿ
äàëüíåéøåãî àíàëèçà áåëêîâ ê ñóïåðíàòàíòàì äîáàâëÿëè
áóôåð äëÿ íàíåñåíèÿ è êèïÿòèëè â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîëó-
÷åííóþ ñìåñü ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â ñèñòåìå
Mini-PROTEAN® TGX™ (BioRad, ÑØÀ), ïåðåíîñèëè
áåëêè ñ ãåëÿ íà ìåìáðàíó PVDF è èíêóáèðîâàëè â áëîêè-
ðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 5 % ÁÑÀ, â òå÷åíèå 1 ÷.
Ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ñ ïåðâè÷íûìè
àíòèòåëàìè (Abcam ÑØÀ), ðàçâåäåííûìè â 1%-íîì ÁÑÀ,
èñïîëüçóÿ ñëåäóþùèå ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà êðîëè-
êà: ïðîòèâ GLUT1 (1 : 1000), ïðîòèâ GLUT4 (1 : 2000),
ïðîòèâ PIP3 (1 : 500), ïðîòèâ pan-AKT (3 : 2000), ïðîòèâ
AKT1 (ôîñôî-s473) (1 : 1200), ïðîòèâ PTEN (A2B1)
(1 : 500) è ð-PTEN (ser370) (1 : 500) è ïðîòèâ FABp4/AP2
(1 : 1000). Ïðîòèâ PARK-7 èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèòåëà
(1 : 2000). Ìåìáðàíû ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ âòîðè÷íûõ àíòèòåëàõ, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà (Promega, ÑØÀ), ðàçâåäåííûõ â 1%-íîì
ÁÑÀ. Ïîñëå ïðîìûâêè ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ECL-ïðîòîêîëîì (GE Healthcare, ÑØÀ). Õå-
ìèëþìèíåñöåíöèþ âèçóàëèçèðîâàëè è êîëè÷åñòâåííî
îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ChemiDoc (tm) MP
(BioRad, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å.
Êëåòêè ïîìåùàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà è îáðàáàòûâàëè â
òå÷åíèå 24 ÷ ÔÌÊ èëè îñòàâëÿëè áåç îáðàáîòêè. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè 4 %-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå
10 ìèí è îáðàáàòûâàëè 0.5%-íûì ðàñòâîðîì X-Òðèòîíà
100 â òå÷åíèå 15 ìèí íà ëüäó. Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ êëåòêè èíêóáèðîâàëè â 1%-íîì
ÁÑÀ, ïîñëå ÷åãî äîáàâëÿëè ïåðâè÷íûå ïîëèêëîíàëüíûå
àíòèòåëà êðîëèêà ïðîòèâ GLUT4 (1 : 1000) è èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå íî÷è. Ïîñëå îòìûâêè ïðîâîäèëè èíêóáàöèþ
â òå÷åíèå 2 ÷ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè âòîðè÷íûìè àíòèòå-
ëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîôîðîì (1 : 400). Èçîá-
ðàæåíèÿ ïîëó÷àëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Nikon
Eclipse (îá. 60�1.4 NA) ñ ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì
IPLab Spectrum (VayTek, ÑØÀ). Àíàëèç èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå Image J (NIH, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïî-
âòîðÿëè 4—8 ðàç. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå è èõ
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ñðåäíèõ èñïîëü-
çîâàëè t-êðèòåðèé, ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûìè ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Íà ïåðâîì ýòàïå íàñòîÿùåé ðàáîòû ìû ïîäòâåðäèëè,
÷òî ÔÌÊ íå âëèÿåò íà óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè çðåëûõ
àäèïîöèòîâ 3T3-L1. ÔÌÊ äîáàâëÿëè â ëóíêè ÷åðåç 14 ñóò
äèôôåðåíöèðîâêè, êîíòðîëèðóÿ îòñóòñòâèå èçìåíåíèé â
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïî äîáàâëåíèþ òðèïàíîâîãî
ñèíåãî (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Îêðàøèâàíèå êëåòîê
ìàñëÿíûì êðàñíûì O íå âûÿâèëî âëèÿíèÿ ÔÌÊ íà ìîð-
ôîëîãèþ çðåëûõ àäèïîöèòîâ (ðèñ. 1, à). Êðîìå òîãî, ïî-
ñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ÔÌÊ ìû íå íàáëþ-
äàëè ïîÿâëåíèÿ ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â íàêîïëåíèè
ëèïèäíûõ îòëîæåíèé, ÷òî äåìîíñòðèðóåòñÿ ìèêðîôîòî-

ãðàôèÿìè è ïîäòâåðæäåíî êîëè÷åñòâåííî (ðèñ. 1, á). Êðî-
ìå òîãî, êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëèëè òàêæå ìàðêåð
äèôôåðåíöèðîâêè AP2/FABP4, ïîäòâåðäèâ îòñóòñòâèå
ðàçëè÷èé ìåæäó êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè è îáðàáîòàííû-
ìè ÔÌÊ (ðèñ. 1, â, ã).

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ÔÌÊ íà ñåêðåöèþ àäèïîêèíîâ
ìû îöåíèëè óðîâåíü ëåïòèíà è àäèïîíåêòèíà â ñðåäàõ îò
êîíòðîëüíûõ êëåòîê è îáðàáîòàííûõ ÔÌÊ. Íàìè îòìå÷å-
íî çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ñåêðåöèè ëåïòèíà â îòâåò íà
äåéñòâèå ÔÌÊ (ðèñ. 2, à), â òî âðåìÿ êàê ñîäåðæàíèå àäè-
ïîíåêòèíà îñòàëîñü òåì æå (ðèñ. 2, á).

×òîáû îïðåäåëèòü âëèÿíèå ÔÌÊ íà ïîãëîùåíèå ãëþ-
êîçû, ìû ïðîâåëè êîëîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîãëî-
ùåíèÿ ãëþêîçû êóëüòèâèðóåìûìè àäèïîöèòàìè ïîñëå
äîáàâëåíèÿ òîëüêî ÔÌÊ è ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÊ â ñî-
÷åòàíèè ñî ñòèìóëÿöèåé èíñóëèíîì. Äåéñòâèå ÔÌÊ ïðè-
âîäèò ïî÷òè ê 2.5-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ïîòðåáëåíèÿ
ãëþêîçû ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (25 � 4.5 è 9 �
� 2.2 ïìîëü â ëóíêå ñîîòâåòñòâåííî). Àíàëîãè÷íîå óâå-
ëè÷åíèå ìû íàáëþäàëè ïîñëå ñòèìóëÿöèè èíñóëèíîì.
Ñî÷åòàííîå äåéñòâèå ñòèìóëÿöèè èíñóëèíîì è ÔÌÊ
ïðèâåëî ê äàëüíåéøåìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ïîòðåáëåíèÿ
ãëþêîçû äî 30 � 2 ïìîëü â ëóíêå (ðèñ. 3). Äàëåå ìû èñ-
ñëåäîâàëè âëèÿíèå ÔÌÊ íà ñîäåðæàíèå â êóëüòèâèðóå-
ìûõ àäèïîöèòàõ îñíîâíûõ òðàíñïîðòåðîâ ãëþêîçû. Ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî îáðàáîòêà ÔÌÊ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåò êîëè÷åñòâî GLUT-1 ïî ñðàâíåíèþ ñ íåîáðàáîòàííû-
ìè êëåòêàìè (ðèñ. 4, à). Èçìåíåíèé â îáùåì êîëè÷åñòâå
GLUT-4 ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÌÊ ìû íå âûÿâèëè
(ðèñ. 4, á).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÔÌÊ
íà ýêñïðåññèþ áåëêîâ PiP3, pAkt, pPTEN è PARK7. Ìû
îöåíèëè âëèÿíèå ÔÌÊ íà áåëêè èíñóëèíîâîãî ñèãíàëü-
íîãî êàñêàäà. 24-÷àñîâàÿ îáðàáîòêà ÔÌÊ êëåòîê çíà÷èòå-
ëüíî óâåëè÷èâàëà ýêñïðåññèþ PIP3 (ðèñ. 4, â) è pAkt
(ðèñ. 4, ã) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Êðîìå òîãî, ìû îá-
íàðóæèëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå íåàêòèâíîé ôîðìû
PTEN (pPTEN) ïîñëå îáðàáîòêè ÔÌÊ (ðèñ. 4, ä) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì. Íàøè äàííûå òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî
ÔÌÊ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëà ýêñïðåññèþ PARK-7 îò-
íîñèòåëüíî êîíòðîëÿ â äèôôåðåíöèðîâàííûõ àäèïîöèòàõ
3T3-L1 (ðèñ. 4, å).

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïðè äî-
áàâëåíèè ÔÌÊ óâåëè÷èâàåòñÿ ìåìáðàííàÿ ýêñïðåññèÿ
áåëêà GLUT-4. Êëåòêè îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
GLUT-4 è âèçóàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå
äëÿ êà÷åñòâåííîé îöåíêè ðàñïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íî-
ãî GLUT-4 (ðèñ. 5, à). Ïîñëå 24-÷àñîâîé îáðàáîòêè ÔÌÊ
ìû íàáëþäàëè ÿâíîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå GLUT-4 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè: îòìå÷àëàñü ïåðè-
ôåðè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ñèãíàëà ðÿäîì ñ ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíîé è â âåçèêóëàõ. Îäíàêî ïðè îöåíêå îáùåé
ôëóîðåñöåíöèè GLUT-4 ðàçíèöû ìåæäó êîíòðîëüíûìè
êëåòêàìè è îáðàáîòàííûìè ÔÌÊ ìû íå âûÿâèëè
(ðèñ. 5, á).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âûäåëèëè íåñêîëüêî îñîáåí-
íîñòåé âëèÿíèÿ ÔÌÊ íà ïîãëîùåíèå ãëþêîçû àäèïîöè-
òàìè. Ïîãëîùåíèå ãëþêîçû çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ïðè
îáðàáîòêå àäèïîöèòîâ ÔÌÊ, è ýòà ðàçíèöà åùå áîëüøå,
êîãäà äåéñòâèå ÔÌÊ ñî÷åòàåòñÿ ñî ñòèìóëÿöèåé èíñó-
ëèíîì. ÔÌÊ óâåëè÷èâàåò îáùåå ñîäåðæàíèå â êëåòêå

698 Õ. Ôàõóðè è äð.
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Ðèñ. 1. Íàêîïëåíèå ëèïèäíûõ îòëîæåíèé (à, á) è ñîäåðæàíèå ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâêè AP2/FABP4 (â) â àäèïîöèòàõ 3Ò3-L1 áåç
âîçäåéñòâèÿ (Ê) è ïðè èíêóáàöèè ñ ôåíèëìàñëÿíîé êèñëîòîé (ÔÌÊ) â òå÷åíèå 1 ñóò.

à — ìèêðîôîòîãðàôèè àäèïîöèòîâ áåç êðàñèòåëÿ è îêðàøåííûõ ìàñëÿíûì êðàñíûì Î (ÌÊÎ). á — äèàãðàììà, ïîêàçûâàþùàÿ ïîãëîùåíèå ëèïèäíûõ
îòëîæåíèé, âûäåëåííûõ èç àäèïîöèòîâ è îêðàøåííûõ ÌÊÎ ïðè 500 íì. â — ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ïîëîñ Âåñòåðí-áëîòà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêåðà
äèôôåðåíöèðîâêèè AP2/FABP4, íîðìèðîâàííûõ îòíîñèòåëüíî b-àêòèíà; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü õåìèëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà, îòí. åä. ã — òè-

ïè÷íûå ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (á, â; n = 4), âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.

Ðèñ. 2. Ñîäåðæàíèå àäèïîêèíîâ ëåïòèíà (à) è àäèïîíåêòèíà
(á) â ñðåäå ïîääåðæàíèÿ êëåòîê áåç âîçäåéñòâèÿ (êîíòðîëü) è

÷åðåç 1 ñóò äåéñòâèÿ ñ ÔÌÊ.

Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (n = 8) è ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ (âåð-
òèêàëüíûå îòðåçêè), çâåçäî÷êà — Ð < 0.05.

Ðèñ. 3. Óðîâåíü ïîãëîùåíèÿ ãëþêîçû 3Ò3-L1 àäèïîöèòàìè áåç
âîçäåéñòâèÿ (êîíòðîëü), ïîñëå ñòèìóëÿöèè èíñóëèíîì, 24-÷à-
ñîâîãî äåéñòâèÿ ÔÌÊ è ïîñëå êîìáèíèðîâàííîãî äåéñòâèÿ èí-

ñóëèíà è ÔÌÊ.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî (n = 8) è ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ
(âåðòèêàëüíûå îòðåçêè), ÷åðíûé ðîìá — P < 0.05.



700 Õ. Ôàõóðè è äð.

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåäà÷å èíñóëèíîâîãî ñèãíàëà, â êëåòêàõ áåç âîçäåéñòâèÿ (Ê) è ïîñëå 24-÷àñîâîãî
äåéñòâèÿ ÔÌÀ: GLUT1 (à), GLUT4 (á) è PIP3 (â), íîðìèðîâàííûõ îòíîñèòåëüíî GAPDH; pAkt (ã) è ðPTEN (ä), íîðìèðîâàííûå
îòíîñèòåëüíî ñâîèõ íåôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì; PARK7 (å), íîðìèðîâàííîãî îòíîñèòåëüíî b-àêòèíà. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç.

Äèàãðàììû ñïðàâà ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ïîëîñ áëîòà; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü õåìèëþìèíåñöåíöèè, îòí. åä.; ïîêàçàíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (n = 4) è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè), çâåçäî÷êà — Ð < 0.05.

Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ ãëþêîçíîãî òðàíñïîðòåðà 4-ãî òèïà (GLUT-4) (à) è îáùàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà (á) â àäè-
ïîöèòàõ 3Ò3-L1 ïîñëå îáðàáîòêè ÔÌÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé.

Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ GLUT-4. Äèàãðàììà ïîêàçûâàåò ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà ìèêðîôîòîãðàôèé (ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ); ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà, îòí. åä.



GLUT-1 è äîëþ GLUT-4, ëîêàëèçîâàííîãî íà ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå. ÔÌÊ ñòèìóëèðóåò PI3K-ñèãíàëüíûé
ïóòü, óâåëè÷èâàÿ ñîäåðæàíèå PIP3, pPTEN è pAkt. Êðîìå
òîãî, ÔÌÊ íå âëèÿåò íà ñåêðåöèþ àäèïîíåêòèíà, íî çíà-
÷èòåëüíî ñíèæàåò ñåêðåöèþ ëåïòèíà â çðåëûõ àäèïîöè-
òàõ 3T3-L1.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ òîãî, ÷òî ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
íå ñâÿçàíû ñ âëèÿíèåì ÔÌÊ íà ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâ-
êè êëåòîê, ìû îöåíèëè íàêîïëåíèå â íèõ ëèïèäíûõ âêëþ-
÷åíèé è ýêñïðåññèþ ìàðêåðà äèôôåðåíöèàöèè AP2. Ìû
íå íàáëþäàëè âëèÿíèÿ ÔÌÊ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëå-
òîê, ÷òî ñîâïàäàåò ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè äðóãèìè àâ-
òîðàìè (Hu et al., 2014). Ïîñëå îáðàáîòêè ÔÌÊ êëåòêè íå
îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ íè ïî íàêîïëåíèþ ëèïèäíûõ
îòëîæåíèé, íè ïî ìîðôîëîãèè ïîëíîñòüþ çðåëûõ àäèïî-
öèòîâ. Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî îáðàáîòêà ÔÌÊ íåçðåëûõ
ïðåàäèïîöèòîâ â òå÷åíèå 5 ñóò âëèÿåò íà ñòåïåíü èõ äèô-
ôåðåíöèðîâêè è àäèïîãåíåç (Basseri et al., 2009). Îäíàêî
â íàñòîÿùåé ðàáîòå 24-÷àñîâàÿ îáðàáîòêà ÔÌÊ óæå çðå-
ëûõ àäèïîöèòîâ íå óñèëèëà è íå îñëàáèëà ñòåïåíü èõ
äèôôåðåíöèðîâêè. Òàêèì îáðàçîì, ìàëîâåðîÿòíî, ÷òî èç-
ìåíåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè àäèïîöèòîâ ìîãóò èçìåíèòü
íàøè ðåçóëüòàòû.

Èíñóëèí ñòèìóëèðóåò ïîãëîùåíèå ãëþêîçû àäèïîöè-
òàìè 3T3-L1, èíäóöèðóÿ òðàíñëîêàöèþ GLUT-4 èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå äîçîçà-
âèñèìûì îáðàçîì (Govers et al., 2004). Â ñðåäíåì ïîëóïå-
ðèîä òðàíñëîêàöèè GLUT-4 ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå
ñîñòàâëÿåò 230 ìèí, èíñóëèí ñíèæàåò ýòîò ïîêàçàòåëü äî
9 ìèí, óâåëè÷èâàÿ òàêèì îáðàçîì ïîãëîùåíèå ãëþêîçû
(Karylowski et al., 2004). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÔÌÊ çíà÷è-
òåëüíî óâåëè÷èâàåò ïîãëîùåíèå ãëþêîçû àíàëîãè÷íî
äåéñòâèþ èíñóëèíà. Áîëåå òîãî, êîãäà äåéñòâèå ÔÌÊ ñî-
÷åòàåòñÿ ñî ñòèìóëÿöèåé èíñóëèíîì, ïîãëîùåíèå ãëþêî-
çû âîçðàñòàåò åùå áîëüøå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÔÌÊ ìîæåò îêàçûâàòü èíñóëèíîñåí-
ñèáèëèçèðóþùåå äåéñòâèå. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå âïîëíå
ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå ïðîâåäåííûìè èññëåäîâàíèÿìè èíñó-
ëèíîñåíñèáèëèçèðóþùåãî äåéñòâèÿ ÔÌÊ íà ìûøå÷íûå
òðóáî÷êè êëåòîê C2C12 (Hu et al., 2014). Â öåëîì ìû ñ÷è-
òàåì, ÷òî ìîæíî ãîâîðèòü î âîçìîæíîé ðîëè ÔÌÊ â ïî-
ãëîùåíèè êëåòêîé ãëþêîçû, ñòèìóëèðóåìîì èíñóëèíîì.

GLUT-4 — îäèí èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â
ïîãëîùåíèè ãëþêîçû, óðîâåíü êîòîðîãî çàìåòíî ñíèæà-
åòñÿ ïðè äèàáåòå II òèïà (Li et al., 2000). Ïîýòîìó îäíîé
èç çàäà÷ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ÔÌÊ
íà ñîäåðæàíèå ýòîãî áåëêà â êëåòêàõ. Ïðè ñðàâíåíèè îá-
ùåãî êîëè÷åñòâà GLUT-4 â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è îáðà-
áîòàííûõ ÔÌÊ ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìèèè è Âåñ-
òåðí-áëîò-àíàëèçà ìû íå óâèäåëè ðàçëè÷èé, ÷òî íå ñîîò-
âåòñòâîâàëî äàííûì èç ëèòåðàòóðû. Òàê, Õó ñ ñîàâòîðàìè
îòìå÷àþò âîçðàñòàíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà GLUT4 â
ìûøå÷íûõ òðóáî÷êàõ êëåòîê Ñ2Ñ12 ïîñëå îáðàáîòêè
ÔÌÊ (Hu et al., 2014). Òåì íå ìåíåå â íàøåé ìîäåëè ìû
íàáëþäàëè áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåìáðàííîãî GLUT-4.
Âîçìîæíî, ïîêàçàííîå íàìè âîçðàñòàíèå ïîòðåáëåíèÿ
ãëþêîçû ñâÿçàíî ñ îïðåäåëåííûì ñîáûòèåì íà ïîñò-
òðàíñëÿöèîííîì óðîâíå, íàïðèìåð ñ ìîáèëèçàöèåé âåçè-
êóë GLUT-4, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî ïðîèñõîäèò ïðè ñòè-
ìóëÿöèè èíñóëèíîì. Êðîìå òîãî, ñîäåðæàíèå GLUT-1
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïîñëå îáðàáîòêè ÔÌÊ, ÷òî
òàêæå ìîæåò îáúÿñíÿòü, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, âîçðà-
ñòàíèå ïîòðåáëåíèÿ ãëþêîçû. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ñòèìóëÿ-
öèÿ èíñóëèíîì óñèëèâàåò òðàíñëîêàöèþ GLUT-1 ê ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (Gould et al., 1993), íàáëþäàåìîå

äåéñòâèå ÔÌÊ íà GLUT-1 ìîæåò òàêæå áûòü âûçâàíî
óñèëåíèåì òðàíñïîðòà áåëêîâ, êîòîðîå ïîäòâåðæäåíî äëÿ
GLUT-4.

Ðàáîòà ãëþêîçíûõ òðàíñïîðòåðîâ ïîëîæèòåëüíî ðå-
ãóëèðóåòñÿ PI3K-ñèãíàëüíûì ïóòåì, àíòàãîíèñòîì êîòî-
ðîãî â ñâîþ î÷åðåäü âûñòóïàåò PTEN4 (PIP3-ôîñôàòàçà),
êîòîðàÿ íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò ñèãíàëüíûé ïóòü èíñó-
ëèí/PI3K/Akt (Taniguchi et al., 2006). Àêòèâíîñòü PTEN
ìîäóëèðóåòñÿ îêèñëåíèåì èëè ôîñôîðèëèðîâàíèåì. Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ÔÌÊ óâåëè÷èâàåò ôîñôîðèëèðîâàíèå
PTEN, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè ôîñôàòà-
çû. Ìû òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî ïðè îáðàáîòêå ÔÌÊ â àäèïî-
öèòàõ âîçðàñòàåò êîëè÷åñòâî PIP3, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè-
÷åíèþ êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû êèíàçû
Akt, ñâèäåòåëüñòâóþùåìó î åå àêòèâàöèè. Ýòî óñèëèâàåò
ñèãíàëüíûé êàñêàä è ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ òðàíñïîðòà
ãëþêîçíûõ òðàíñïîðòåðîâ ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è
ê âîçðàñòàíèþ ïîãëîùåíèÿ ãëþêîçû.

Áåëîê PARK-7, èíãèáèðóþùèé PTEN, òàêæå àêòèâè-
ðóåòñÿ ÔÌÊ, êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå (Zhou et al., 2011).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÔÌÊ äåéñòâóåò îïîñðåäîâàí-
íî, àêòèâèðóÿ PARK-7 è ïîäàâëÿÿ, òàêèì îáðàçîì, èíãè-
áèòîð èíñóëèíîâîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè PTEN. PARK-7 ÿâ-
ëÿåòñÿ ìíîãîôóíêöèîíàëüíûì áåëêîì, óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè êîòîðîãî ñíèæåí â îñòðîâêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû
áîëüíûõ äèàáåòîì II òèïà è êîòîðûé ìîæåò èãðàòü êëþ-
÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ãëþêîçíîãî áàëàíñà (Jain
et al., 2012). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî óðî-
âåíü PARK-7 âîçðàñòàåò ïîñëå îáðàáîòêè ÔÌÊ. Îäíàêî
ýòè äàííûå ïðîñòî ïîäðàçóìåâàþò, íî íå ïîäòâåðæäàþò
ó÷àñòèå PARK-7 â ìåõàíèçìå äåéñòâèÿ ÔÌÊ. Çàâèñè-
ìîñòü äåéñòâèÿ ÔÌÊ îò àêòèâàöèè PARK-7 ïîêàçàíà â
ëèòåðàòóðå íà äðóãèõ ìîäåëÿõ. Òàê, ÔÌÊ óâåëè÷èâàëà
ýêñïðåññèþ PARK7 â êóëüòóðå íåéðîíîâ, è ýòî óâåëè÷å-
íèå áûëî íåîáõîäèìî äëÿ àêòèâèçàöèè íåéðîïðîòåêòîð-
íîãî äåéñòâèÿ ÔÌÊ (Zhou et al., 2011).

Â ñâîåé ðàáîòå ìû ñîñðåäîòî÷èëèñü íà âçàèìîñâÿçè
èíñóëèíîâîãî ñèãíàëà è ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ ÔÌÊ ñ
PI3-êèíàçíûì ñèãíàëüíûì ïóòåì. Îäíàêî ÔÌÊ ìîæåò
âëèÿòü è íà äðóãèå ñèãíàëüíûå ïóòè. Òàê, èññëåäîâàíèÿ
íà ìûøàõ ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå ñ ïèùåé áóòèðàòà íà-
òðèÿ óâåëè÷èâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíñóëèíó, ñòèìó-
ëèðóÿ êîàêòèâàòîð ðåöåïòîð ãàììà 1-àëüôà (PGC-1a), àê-
òèâèðóåìûé ïåðîêñèñîìíûìè ïðîëèôåðàòîðàìè, è óâå-
ëè÷èâàÿ àêòèâíîñòü ÀÌÔ-çàâèñèìîé ïðîòåèíêèíàçû
(ÀÌÔÊ) (Gao et al., 2009). Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ÀÌÔÊ è ð38 òàêæå âîçðàñòàë ïðè äîáàâëåíèè áóòèðàòà
íàòðèÿ ê êóëüòèâèðóåìûì êëåòêàì, ÷òî ïîçâîëèëî ïðåä-
ïîëîæèòü âîçìîæíîñòü ïðÿìîé àêòèâàöèè ÀÌÔÊ èíäóê-
öèåé óðîâíÿ ÀÌÔ (Gao et al., 2009). Ñõîæèì îáðàçîì, àê-
òèâèðóÿ ÀÌÔÊ, áóòèðàò ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè îáðàçîâà-
íèÿ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ êèøå÷íèêà (Peng et al., 2009).
ÀÌÔÊ ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè GLUT4, ôîñôî-
ðèëèðóÿ ãèñòîíîâóþ äåàöåòèëàçó-5 â ñêåëåòíîé ìûøå÷-
íîé òêàíè ÷åëîâåêà (McGee et al., 2008). ÔÌÀ, áóäó÷è
èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, ìîæåò óñèëèâàòü
ïîãëîùåíèå ãëþêîçû, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ó÷àñòíèêàìè
ÀÌÔÊ-ñèãíàëüíîãî ïóòè.

ÔÌÊ ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíûì ìàñëÿíîé (áóòàíîâîé)
êèñëîòû, èç-çà ÷ðåçâû÷àéíî êîðîòêîãî ïåðèîäà ïîëóâû-
âåäåíèÿ èç îðãàíèçìà îíà îáëàäàåò íåçíà÷èòåëüíûì äåé-
ñòâèåì in vivo (Berger et al., 2010). Æèðíûå êèñëîòû ñ êî-
ðîòêèìè öåïî÷êàìè, òàêèå êàê áóòèðàòû, âûäåëÿþòñÿ ïðè
ïåðåðàáîòêå ïèùåâûõ âîëîêîí ìèêðîôëîðîé êèøå÷íèêà,
è èõ íàáîð è êîëè÷åñòâî çàâèñÿò îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñî-
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ñòîÿíèÿ õîçÿèíà (Chrietti, Pirola, 2015). Ó ïàöèåíòîâ ñ
äèàáåòîì II òèïà ÷àñòî äèàãíîñòèðóþò äèñáàêòåðèîç êè-
øå÷íèêà ñî ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèåì áàêòåðèé, ïðîèçâî-
äÿùèõ áóòèðàò (Chrietti, Pirola, 2015). Ïîêàçàíî, ÷òî áóòè-
ðàò ìîæåò ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíèÿ èí-
ñóëèíîðåçèñòåíòíîñòè, âûçâàííîé äèåòîé, ó ìûøåé; ïðè
ýòîì îí ñíèæàåò îæèðåíèå è óëó÷øàåò ëèïèäíûé ïðî-
ôèëü êðîâè (Gao et al., 2009). Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå
î òîì, ÷òî äèåòà, ñïîñîáñòâóþùàÿ âûäåëåíèþ æèðíûõ
êèñëîò ñ êîðîòêèìè öåïî÷êàìè â êèøå÷íèêå, ìîæåò ïîëî-
æèòåëüíî âëèÿòü íà ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû âñåãî îðãà-
íèçìà (Chrietti, Pirola, 2015).

Ïîñëåäíèì êëþ÷åâûì ó÷àñòíèêîì â ïàòîãåíåçå èíñó-
ëèíîðåçèñòåíòíîñòè ñ÷èòàþòñÿ àäèïîêèíû, êîòîðûå ìî-
ãóò ñäâèãàòü ãëþêîçíûé áàëàíñ (Lin et al., 2011). Îñíîâ-
íûì ñðåäè íèõ ÿâëÿåòñÿ àäèïîêèí ëåïòèí, ó÷àñòâóþùèé
â ðåãóëÿöèè ïîòðåáëåíèÿ ýíåðãèè è ïèùè (Antuna-Puente
et al., 2008). Ïîêàçàíî, ÷òî 5-÷àñîâîå âíóòðèâåííîå ââåäå-
íèå ëåïòèíà ìûøàì óñèëèâàåò îáìåí âåùåñòâ è ïîòðåá-
ëåíèå ãëþêîçû (Kamohara et al., 1997). Â äðóãèõ ðàáîòàõ
ïîêàçàíî, ÷òî ëåïòèí â ãèïîòàëàìóñå óñèëèâàåò ïîãëîùå-
íèå ãëþêîçû â ïåðèôåðè÷åñêèõ òêàíÿõ, è ñî÷åòàíèå ëåï-
òèíà â öåíòðàëüíûõ îðãàíàõ è èíñóëèíà â ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåò ïîãëîùåíèå ãëþêîçû òêàíüþ
(Haque et al., 1999; Minokoshi et al., 1999). Ñîãëàñíî íà-
øèì ðåçóëüòàòàì, ñíèæåíèå óðîâíÿ ëåïòèíà ñâÿçàíî ñ
óâåëè÷åíèåì ïîãëîùåíèÿ ãëþêîçû. Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçà-
íî, ÷òî íåêîòîðûå ñîåäèíåíèÿ, óâåëè÷èâàþùèå ïîãëîùå-
íèå ãëþêîçû, ìîãóò îäíîâðåìåííî èíãèáèðîâàòü ñåêðå-
öèþ ëåïòèíà ó êóëüòèâèðóåìûõ àäèïîöèòîâ. Åñòü äîêàçà-
òåëüñòâà òîãî, ÷òî àäèïîãåííûé àäåíîâèðóñ-36 ÷åëîâåêà
ñíèæàåò ñåêðåöèþ ëåïòèíà è óâåëè÷èâàåò ïîãëîùåíèå
ãëþêîçû æèðîâûìè êëåòêàìè (Vangipuram et al., 2007).
Ñïðàâåäëèâî ëè òî æå ñàìîå äëÿ ÔÌÊ, ñêàçàòü òðóäíî, íî
óæå î÷åâèäíî, ÷òî ëåïòèí îêàçûâàåò ñëîæíîå âëèÿíèå íà
ìåòàáîëèçì, êîòîðîå, íåñîìíåííî, çàòðàãèâàåò è óãëåâîä-
íûé áàëàíñ.

Â îòëè÷èå îò ëåïòèíà óðîâåíü öèðêóëèðóþùåãî àäè-
ïîíåêòèíà ñíèæåí ó ïàöèåíòîâ ñ îæèðåíèåì, ñòðàäàþ-
ùèõ äèàáåòîì II òèïà. Àäèïîíåêòèí ñïîñîáåí óâåëè÷è-
âàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíñóëèíó (Antuna-Puente et al.,
2008). Ìû íå íàáëþäàëè ðàçíèöû â óðîâíå àäèïîíåêòèíà
â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíòðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ãðóïï êëåòîê. È õîòÿ óðîâåíü àäèïîíåêòèíà îñòà-
âàëñÿ íåèçìåííûì, äîáàâëåíèå ÔÌÊ ñíèçèëî îòíîøåíèå
ëåïòèí/àäèïîíåêòèí â ñðåäå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.
Ñîîòíîøåíèå ýòèõ àäèïîêèíîâ ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷èåì
èíäèâèäóàëüíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê èíñóëèíó è ìîæåò
îáúÿñíÿòü ìåòàáîëè÷åñêóþ ãåòåðîãåííîñòü ïàöèåíòîâ ñ
îæèðåíèåì (Al-Hamodi et al., 2014). Êðîìå òîãî, ìíîãèå
èññëåäîâàòåëè ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ñîîòíîøåíèå ëåï-
òèí/àäèïîíåêòèí ìîæåò çíà÷èòåëüíî âëèÿòü íà èíñóëèíî-
ðåçèñòåíòíîñòü è äàæå àòåðîãåíåç ó ïàöèåíòîâ ñ äèàáåòîì
II òèïà (Satoh et al., 2004; Al-Hamodi et al., 2014).

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ÔÌÊ îêàçûâàåò ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå íà ñîîòíîøåíèå
àäèïîêèíîâ, à òàêæå óâåëè÷èâàåò ïîãëîùåíèå ãëþêîçû
àäèïîöèòàìè 3T3-L1. Ìåõàíèçì ýòîãî âëèÿíèÿ ìîæåò
áûòü ñâÿçàí ñ ìîäóëèðîâàíèåì èíñóëèíîâîãî PI3K-ñèã-
íàëüíîãî ïóòè è íåïîñðåäñòâåííî ñ èçìåíåíèåì àêòèâ-
íîñòè PTEN ïîñðåäñòâîì áåëêà PARK-7. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ÔÌÊ è PARK-7 êàê
ïåðñïåêòèâíûõ ó÷àñòíèêîâ òåðàïèè ìåòàáîëè÷åñêîãî
ñèíäðîìà è ñàõàðíîãî äèàáåòà è ïðåäïîëàãàþò èõ äàëü-
íåéøåå èçó÷åíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Íàöè-
îíàëüíîãî ñîâåòà ïî íàó÷íûì èññëåäîâàíèÿì Ëèâàíà è
Ôàêóëüòåòà ìåäèöèíû è ìåäèöèíñêèõ íàóê Áàëàìàíä-
ñêîãî óíèâåðñèòåòà.
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Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease marked by altered glucose homeostasis and insulin resis-
tance. The phosphatase PTEN antagonizes the insulin-induced-PI3K-driven cascade that normally leads to
GLUT4 membrane translocation. This study investigates the effect of phenylbutyric acid (PBA), a chemical
chaperone and a potential mediator of PTEN activity, on glucose uptake in differentiated 3T3-L1 adipocytes.
Adipocyte differentiation status was quantified by Oil Red O staining and the expression of AP2. Baseline and
insulin-induced adipocyte glucose uptake were assayed with and without PBA treatment. Expression of
GLUT1, GLUT4, PIP3, pAkt, pPTEN, and PARK-7 was examined by western blot. Plasma membrane expres-
sion of GLUT4 was determined using immunofluorescence. Leptin and adiponectin secretion was measure by
enzyme-linked immunosorbent assay. PBA treatment, alone or with insulin induction, significantly increased
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glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes. PBA significantly increased GLUT1 but not GLUT4 total protein expres-
sion. However, a significant increase in membrane GLUT4 protein translocation was observed. The expression
of PIP3 and pAkt increased indicating enchanced PI3K pathway activity. There was a significant decrease in
PTEN activity as evident by a rise in the phosphorylated form of this protein. PARK7 protein expression increa-
sed with PBA. Treating differentiated adipocytes with PBA did not alter their differentiation status, but decrea-
sed the leptin to adiponectin ratio. In conclusion, this study showed that PBA enhances adipocyte glucose up-
take potentially through its effect on glucose transporter expression and/or trafficking via the PI3K signaling
pathway; suggesting PBA as a possible candidate for the ancillary management of diabetes.

K e y w o r d s: adipocytes, glucose uptake, phenylbutyric acid, diabetes, PARK-7.
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