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Ожирение сопровождается развитием дислипидемии, гипоксии, стресса эндоплазматического ретикулума
(ЭПР) и воспаления, являясь основным фактором риска развития инсулиновой резистентности и сахарно$
го диабета 2$го типа. Мы смоделировали эти состояния в культивируемых адипоцитах 3T3$L1, определив их
влияние на инсулиновую сигнализацию, транспорт глюкозы в клетки и развитие воспалительной реакции
по активации стресс$зависимых киназ JNK1/2. Во всех условиях жировой перегрузки клеток при культиви$
ровании с пальмитатом, острого воспаления при обработке клеток бактериальным липополисахаридом, ин$
дукции гипоксии солями двухвалентного кобальта или стресса ЭПР, вызванного обработкой клеток брефел$
дином А, наблюдалось снижение активации инсулином фосфорилирования компонентов инсулинового
каскада IRS, Akt и AS160. Во всех условиях, кроме острого воспаления, снижался инсулин$зависимый за$
хват глюкозы адипоцитами, а кинетика активации JNK1/2 была двухфазной, демонстрируя повышенную
активность в течение 24 ч. Напротив, в случае острого воспаления кинетика активирующего фосфорилиро$
вания JNK1/2 была транзиторной, и уровень фосфорилирования JNK возвращался к базальному уровню
через 2–3 ч стимуляции. Эти результаты указывают на ключевую роль длительного (латентного), но не
быстрого (острого) воспаления в индукции инсулиновой резистентности и в нарушении утилизации глюко$
зы жировой тканью. Таким образом, участники воспалительного сигнального каскада могут быть перспек$
тивными мишенями при разработке новых терапевтических подходов к коррекции инсулиновой резистент$
ности и сахарного диабета 2$го типа.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инсулиновая резистентность, сахарный диабет 2$го типа, воспаление, транспорт
глюкозы, адипоциты.
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Ожирение является одной из ключевых
проблем в современном обществе [1]. Ожирение
существенно повышает риск развития сахарно$
го диабета 2$го типа (СД2Т), метаболического

синдрома, сердечно$сосудистых осложнений и
ряда онкологических заболеваний. В России
СД2Т диагностирован у 2,8% населения (~4,2 млн
человек). Кроме того, количество пациентов с
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избыточным весом стремительно растет как
среди взрослых, так и среди детей [2, 3]. Вместе
с тем наблюдается существенное отставание
отечественной науки от мировой в изучении
клеточных и молекулярных механизмов метабо$
лических нарушений, в т.ч. связанных с СД2Т и
ожирением.

Первичным звеном в развитии СД2Т являет$
ся инсулиновая резистентность (ИР). Она выра$
жается в потере чувствительности клеток$ми$
шеней к инсулину и неспособности инсулина
обеспечить захват глюкозы из крови [4]. В ре$
зультате развивается устойчивая гиперглике$
мия, показателем которой служит рост уровня
гликированного гемоглобина А1С. Несмотря на
большой прогресс, достигнутый в области меди$
каментозной коррекции этих показателей при
лечении СД2Т [2], практически нерешенным
остается вопрос терапии и профилактики ИР
как первичного звена патогенеза СД2Т. Во мно$
гом это связано с недостатком знаний о меха$
низмах развития ИР в главных клетках$мише$
нях инсулина – адипоцитах, миоцитах и гепато$
цитах.

Клеточные механизмы развития ИР связы$
вают с нарушением передачи сигнала инсулина
внутрь клеток, что приводит к снижению выхо$
да инсулин$зависимого транспортера глюкозы
GLUT4 на клеточную мембрану. Сигнальный
каскад инсулина включает активацию рецепто$
ра инсулина, тирозиновое фосфорилирование
субстрата инсулинового рецептора (IRS) по ос$
татку Tyr612, активацию PI3$киназного каскада,
активацию киназы Akt путем двойного фосфо$
рилирования по остаткам Thr308 и Ser473 и фос$
форилирование ею белка AS160, который физи$
чески регулирует перемещение GLUT4 на
мембрану [5–7]. Фосфорилирование Thr308 в
составе Akt опосредовано PI3K$зависимой фос$
фоинозитид$зависимой киназой PDK1, тогда
как за фосфорилирование Ser473 отвечает бел$
ковый комплекс mTORC2, активность которо$
го, по крайней мере частично, также зависит от
PI3$киназы [6]. Активация инсулинового каска$
да нарушается в результате фосфорилирования
IRS по остаткам серина различными протеин$
киназами, что снижает сигнал$проводящую спо$
собность IRS [7, 8].

Долгое время считалось, что участие разных
сериновых киназ, подавляющих функцию IRS и
ведущих к развитию ИР, определяется разными
патологическими состояниями, связанными с
ожирением. В зависимости от типа ткани в ка$
честве таких состояний рассматривались дисли$
пидемия, воспаление, гипоксия, окислительный
стресс, пищевая перегрузка и стресс эндоплаз$
матического ретикулума (ЭПР) [7, 9–12]. Были

сделаны попытки систематизировать данные о
преимущественном фосфорилировании отдель$
ных сериновых остатков IRS определенными
киназами в разных условиях [13–15]. Выявлена
довольно мозаичная картина, что указывает на
отсутствие строгой специфичности и вероят$
ность наличия более общего механизма индук$
ции ИР. Использование животных моделей с ге$
нетическим нокаутом показало, что воспалитель$
ные киназы, такие как IKKβ/ε и JNK1/2, могут
играть ведущую роль в жировой ткани [16–19],
а латентное воспаление может быть тем общим
механизмом, который объединяет воздействие
факторов риска. Связь ожирения с воспалением
в жировой ткани хорошо документирована [20–22],
хотя до сих пор нет единого мнения о том, что из
них является причиной, а что – следствием [23].
Однако существует несколько возможных путей
взаимодействия воспалительного и инсулино$
вого каскадов в клетке [12], однозначности в
этом вопросе также нет. Тем не менее противо$
воспалительная терапия восстанавливает чувстви$
тельность к инсулину как на системном уровне
[24, 25], так и в культуре модельных адипоцитов
3Т3$L1 [26].

Целью данного исследования являлось мо$
делирование патологических состояний, ассо$
циированных с ожирением, и выяснение их
влияния на инсулиновую сигнализацию, захват
глюкозы и фосфорилирование киназы JNK в
модели культивируемых адипоцитов 3T3$L1.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование и дифференцировка преади�
поцитов 3T3�L1. Преадипоциты мыши 3T3$L1
приобретали в АТСС (Американская коллекция
стандартных клеточных культур) и культивиро$
вали в среде DMEM с высоким содержанием
глюкозы (4,5 г/л глюкозы, 110 мг/л пирувата
натрия, 2 мМ L$глутамина, 6 · 104 ед/л пеницил$
лина, 6 · 104 ед/л стрептомицина) и добавлением
10% FBS («HyClone», США или «Biological
Industries», Израиль). Адипогенную дифферен$
цировку проводили в течение 10 дней, как опи$
сано ранее [26, 27]. Для этого преадипоциты
3T3$L1 предварительно культивировали в тече$
ние двух дней до конфлюэнтности ~90% и еще
один день в среде DMEM с добавлением 10%
NBCS телят (newborn calf serum; «Gibco», США).
На 3$й день среду заменяли на DMEM с добав$
лением 10% FBS, 0,5 мМ дексаметазона, 0,25 мкМ
изобутилметилксантина, 2 мкМ розиглитазона
и 1 мкг/мл инсулина (все реактивы «Sigma$
Aldrich», США), которую меняли ежедневно в
течение 2–3 дней. На 5$й день среду заменяли
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на DMEM с добавлением 10% FBS и 1 мкг/мл
инсулина. На 7$й день дифференцированные
адипоциты переводили в DMEM с высоким со$
держанием глюкозы и добавлением 10% FBS.
Эксперименты проводили с 10$го по 14$й день,
контрольные клетки фиксировали с помощью
4%$ного формальдегида в течение 1 ч и окраши$
вали липофильным красителем Oil Red O («Merck
Millipore», США).

Моделирование инсулиновой резистентности.
Липид�зависимая ИР. Липид$зависимую ИР ин$
дуцировали согласно протоколу She et al. [28] с
изменениями. Для зрелых адипоцитов 3T3$L1
проводили депривацию от FBS в течение 24 ч в
DMEM с добавлением 0,5% БСА. После этого
на 24 ч добавляли 0,3 мМ конъюгат пальмитата с
БСА (СЖК), приготовленный по протоколу
Svedberg et al. [29]. Далее оценивали чувстви$
тельность клеток к инсулину, анализируя уро$
вень активирующего фосфорилирования основ$
ных участников инсулинового каскада и влия$
ние инсулина на GLUT4$зависимый захват
клетками негидролизуемого аналога глюкозы,
[3H]$2$дезоксиглюкозы, как описано ниже.

Воспаление. Воспаление индуцировали, обра$
батывая зрелые адипоциты 3T3$L1 ЛПС (E. coli,
серотип 0111:B4; «Sigma», США) до конечной
концентрации 50 нг/мл в течение 24 ч в среде
DMEM с добавлением 10% FBS. После этого
проводили депривацию клеток от FBS в течение
4 ч в DMEM с высоким содержанием глюкозы и
измеряли их чувствительность к инсулину, ана$
лизируя уровень активирующего фосфорилиро$
вания основных участников инсулинового кас$
када и влияние инсулина на GLUT4$зависимый
захват клетками негидролизуемого аналога глю$
козы, [3H]$2$дезоксиглюкозы, как описано ниже.

Стресс ЭПР. Стресс ЭПР вызывали согласно
методике Citterio et al. [30] с изменениями. Зре$
лые адипоциты 3T3$L1 обрабатывали брефелди$
ном А (БрА) в конечной концентрации 100 мкМ
в течение 24 ч в среде DMEM с добавлением
10% FBS. После этого проводили депривацию
клеток от FBS в течение 4 ч и анализировали ак$
тивность инсулин$зависимого сигнального кас$
када и захвата [3H]$2$дезоксиглюкозы, как опи$
сано ниже.

Гипоксия. Клеточную модель ответа на ги$
поксию создавали согласно протоколу Glassford
et al. [31], стабилизируя транскрипционный
фактор HIF$1α ионами двухвалентного кобаль$
та. Зрелые адипоциты 3T3$L1 обрабатывали
CoCl2 в конечной концентрации 100 мкМ в те$
чение 24 ч в среде DMEM с высоким содержа$
нием глюкозы и добавлением 10% FBS, после
чего проводили депривацию клеток в течение
4 ч в бессывороточной среде DMEM с высоким

содержанием глюкозы и 100 мкМ CoCl2 и анали$
зировали активность инсулин$зависимого сиг$
нального каскада и захвата [3H]$2$дезоксиглю$
козы, как описано ниже.

Определение динамики воспалительной реак�
ции. Клетки обрабатывали СЖК, ЛПС, БрА или
CoCl2 в течение 30 мин; 1, 2, 8 или 24 ч. Концент$
рации индукторов соответствовали концентра$
циям, использованным при моделировании ИР.
Кинетику воспалительной реакции зрелых ади$
поцитов 3T3$L1 в моделях ИР оценивали по
усилению активирующего фосфорилирования
остатков Thr183/Tyr185 в активационной петле
стресс$зависимых киназ JNK1/2 (далее – JNK) с
помощью иммуноблоттинга.

Иммуноблоттинг. Метод иммуноблоттинга
использовали для сравнения активации фосфо$
рилирования белков инсулинового каскада в
моделях инсулиновой резистентности (см. под$
раздел «Моделирование инсулиновой резистент$
ности») и для оценки кинетики фосфорилиро$
вания JNK как воспалительной реакции в дан$
ных моделях (см. подраздел «Определение дина$
мики воспалительной реакции»). Клетки лизи$
ровали на льду в RIPA$буфере (RadioImmuno$
Precipitation Assay; 150 мМ NaCl, 1% Triton X$100,
0,5% дезоксихолата натрия, 0,1% додецилсуль$
фата натрия, 50 мМ Tris$HCl, рН 8,0), содержав$
шем ингибиторы протеаз (cOmplete Tablets EASY$
pack; «Roche», Швейцария) и фосфатаз (10 мМ
глицерофосфат натрия, 20 мМ пирофосфат нат$
рия, 10 мМ фторид натрия, 1 мМ ортованадат
натрия). Клеточные лизаты разделяли с помощью
SDS$электрофореза по Лэммли [32]. Электропе$
ренос белков проводили на поливинилиденфто$
ридные (PVDF) мембраны в режиме не менее
1 А · ч. Мембраны блокировали в течение мини$
мум 2 ч в 5%$ном растворе обезжиренного мо$
лока («AppliChem», Германия) в TBST$буфере
(50 мМ Tris$HCl, 150 мМ NaCl, 0,1% Tween 20,
pH 7,5) и последовательно обрабатывали пер$
вичными и вторичными антителами в 1%$ном
растворе молока в TBST$буфере в разведениях,
рекомендуемых производителем.

Активацию инсулинового каскада определя$
ли по фосфорилированию белков IRS$1, Akt и
AS160. Для этого использовали антитела к фосфо$
Tyr612 в IRS$1 (#44816; «Thermo Fischer Scien$
tific», США); антитела к IRS$1 (3407; «Cell Sig$
naling Technology», США), к фосфо$Thr308 в Akt
(9275; «Cell Signaling Technology», США), к фосфо$
Ser473 в Akt (4060; «Cell Signaling Technology»,
США), к Akt (ab64148; «Abcam», США); к фосфо$
Ser318 в AS160 (8619; «Cell Signaling Technology»,
США), к AS160 (2670; «Cell Signaling Technology»,
США), к винкулину (ab18058; «Abcam», США) и
вторичное антитело к IgG кролика, конъюгиро$
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ванное с пероксидазой хрена (ab6721; «Abcam»,
США). Активацию киназы JNK определяли с
помощью фосфоспецифичных антител к фосфо$
Thr183/фосфо$Tyr185 в составе JNK1/2 (AF1205;
«R&D Systems», США) и тотальных антител к
JNK1/2 (AF1387; «R&D Systems», США).

Белковые полосы визуализировали с ис$
пользованием хемилюминесценции, реактивов
Clarity ECL («Bio$Rad», США) и гель$докумен$
тирующей системы FusionX («Vilber Lourmat»,
Франция) в накопительном режиме. Для коли$
чественной денситометрии использовали про$
грамму GelAnalyzer2010a. Результаты представ$
ляли в виде гистограмм с параметром «Стимуля$
ция фосфорилирования по активационному ос$
татку», который отражает возрастание уровня
фосфорилирования остатка исследуемого белка
в ответ на стимуляцию инсулином. Относитель$
ный уровень фосфорилирования данного белка
вычисляли как отношение интенсивности хе$
милюминесценции фосфорилированной формы
белка к интенсивности хемилюминесценции
тотальной формы белка. После этого рассчиты$
вали стимуляцию фосфорилирования инсули$
ном как отношение уровня фосфорилирования
после стимуляции инсулином к уровню фосфо$
рилирования в нестимулированных клетках.

Измерение инсулин�индуцируемого захвата
[3H]�2�дезоксиглюкозы. После моделирования
условий инсулиновой резистентности в течение
24 ч в адипоцитах измеряли инсулин$зависи$
мый вход глюкозы. Проводили депривацию
адипоцитов от FBS в среде DMEM с высоким
содержанием глюкозы и 0,1% БСА в течение 4 ч,
после чего промывали 3 раза DMEM без глюко$
зы. Далее добавляли инсулин до концентрации
100 нМ на 20 мин. Для определения захвата глю$
козы через инсулин$независимые транспортеры
в контрольные пробы добавляли цитохалазин В
до 20 мкМ на 20 мин. После этого среды с инсули$
ном и цитохалазином В заменяли на среду, содер$
жавшую 100 мкМ 2$дезоксиглюкозы + 0,5 мкКи
[3H]$2$дезоксиглюкозы (NET328A001MC; «Perkin$
Elmer», США). Через 10 мин клетки осторожно
промывали дважды ледяным фосфатно$соле$
вым буфером и замораживали при –20 °С для
нарушения целостности клеточной мембраны. Да$
лее клетки размораживали, лизировали в 300 мкл
RIPA$буфера и отбирали 100 мкл для измерения
концентрации белка с использованием бицин$
хониновой киcлоты (Pierce BCA Protein Assay
Kit, #23225; «Thermo Scientific», США). Остав$
шиеся 200 мкл лизата растворяли в сцинтилля$
ционной жидкости Beckman Ready$Solv HP
(#158726; «Beckman», США), измеряли число рас$
падов (c.p.m.) на счетчике RackBeta («LKB Wallac»,
Швеция) и нормировали результаты на количест$

во белка в образце. Из полученных значений вы$
читали значения, полученные в образцах с ци$
тохалазином В, нивелируя таким образом вклад
инсулин$независимого транспорта глюкозы.

Статистический анализ. Статистическую об$
работку полученных данных проводили с по$
мощью пакета программ Microsoft Excel 2007.
Результаты представлены на гистограммах как
средние значения ± стандартные отклонения.
Для расчета достоверности различий использо$
вали двухвыборочный t$критерий с различной
дисперсией выборок, различия считали статис$
тически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Химические индукторы ИР снижают актива�
цию инсулинового каскада в адипоцитах 3T3�L1.
Тирозиновое фосфорилирование IRS по остатку
Tyr612 обеспечивает начальный этап передачи
инсулинового сигнала в направлении PI3$ки$
назного каскада [5]. На рис. 1, а показано, что
стимуляция инсулином фосфорилирования
этого остатка в IRS снижается после обработки
зрелых адипоцитов 3T3$L1 любым из химичес$
ких индукторов ИР. Эти результаты указывают
на инактивацию инсулинового каскада на уров$
не IRS в условиях жировой перегрузки клеток,
воспаления, гипоксии и стресса ЭПР.

Мишенью PI3$киназного каскада является
киназа Akt, активация которой требует фос$
форилирования по двум остаткам: Thr308 и
Ser473 [6]. На рис. 1, б, в показаны изменения
уровня инсулин$зависимого фосфорилирова$
ния этих остатков. Все химические индукторы
снижали уровень фосфорилирования Akt, но
различным образом. В случае Thr308 (рис. 1, б)
ЛПС и СЖК незначительно снижали уровень
фосфорилирования Thr308. Напротив, Со2+ и
БрА в 2–3 раза снижали активирующее действие
инсулина на фосфорилирование Thr308. В отно$
шении Ser473 ситуация была противоположной –
ЛПС и СЖК почти в 3 раза снижали уровень
фосфорилирования Ser$473, тогда как Со2+ и БрА
были практически неэффективны (рис. 1, в).
Однако, учитывая необходимость фосфорили$
рования обоих остатков для активации Akt,
можно считать, что все химические индукторы
нарушают активацию инсулином PI3$киназно$
го каскада и Akt как его мишени.

Для того чтобы подтвердить инактивацию ин$
сулинового каскада далее в направлении GLUT4,
мы проследили изменения инсулин$зависимого
фосфорилирования AS160, являющегося прямым
регулятором GLUT4, по остатку Ser318, кото$
рый служит главной мишенью Akt [33, 34]. Как
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Рис. 1. Химические индукторы ИР снижают инсулин$зависимое фосфорилирование основных участников инсулинового
сигнального каскада в адипоцитах 3T3$L1. а – Репрезентативные результаты вестерн$блоттинга и стимуляция фосфори$
лирования IRS по остатку Tyr612; б – репрезентативные результаты вестерн$блоттинга и стимуляция фосфорилирования
Akt по остатку Thr308; в – репрезентативные результаты вестерн$блоттинга и стимуляция фосфорилирования Akt по ос$
татку Ser473; г – репрезентативные результаты вестерн$блоттинга и стимуляция фосфорилирования AS160 по остатку
Ser318. Результаты статистического анализа на диаграммах представлены как среднее ± стандартное отклонение, t$крите$
рий Стьюдента; * р < 0,05; n = 3
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показано на рис. 1, г, все химические индукторы
ИР снижали инсулин$зависимое фосфорилиро$
вание AS160, при этом эффект СЖК был значи$
тельно более выраженным.

Таким образом, активация Akt инсулином и
дальнейшая передача сигнала к GLUT4 действи$
тельно были нарушены в условиях жировой пе$
регрузки, воспаления, гипоксии и стресса ЭПР.

Все химические индукторы ИР, за исключением
ЛПС, снижают инсулин�зависимый захват [3H]�2�
дезоксиглюкозы адипоцитами 3T3�L1. Инсулин$
зависимый транспорт глюкозы в клетки измеря$
ли с использованием радиоактивно$меченого
аналога глюкозы. Вклад инсулин$независимых
транспортеров глюкозы определяли в присут$
ствии цитохалазина В, который блокирует экс$
понирование GLUT4 на плазматическую мемб$
рану. Как показано на рис. 2, все химические
индукторы, за исключением ЛПС, снижали ин$
сулин$индуцируемый захват [3H]$2$дезоксиглю$
козы. Эти результаты лишь частично согласуют$
ся с изменениями активности инсулинового
каскада, представленными выше. Несмотря на
подавление активации инсулинового каскада,
ЛПС фактически не влиял на инсулин$зависи$
мый захват клетками [3H]$2$дезоксиглюкозы.

Все химические индукторы ИР, за исключением
ЛПС, вызывают длительную активацию стресс�
зависимых киназ JNK1/2 в адипоцитах 3T3�L1.
Стресс$зависимые киназы JNK1/2 активирова$
ны при ожирении и играют важную роль в раз$
витии ИР [12]. Мы проследили кинетику акти$
вации JNK1/2 в адипоцитах 3T3$L1 в процессе
химической индукции ИР и обнаружили, что

фосфорилирование активирующих остатков в
JNK1/2 возрастает во всех условиях жировой пе$
регрузки, воспаления, гипоксии и стресса ЭПР,
однако кинетика активации JNK1/2 существен$
но различается (рис. 3).

Уровень фосфорилирования JNK1/2 быстро
возрастает после добавления к клеткам индук$
торов, отражая первую острую фазу воспали$
тельного ответа (1–2 ч). Однако дальнейшая ки$
нетика резко отличается наличием или отсут$
ствием второй продолжительной фазы (3–24 ч).
В то время как СЖК и БрА устойчиво повыша$
ли уровень фосфорилирования JNK1/2, в случае
ЛПС вторая фаза фактически отсутствовала, а в
случае Со2+ вторую фазу наблюдали, но уровень
фосфорилирования JNK1/2 снижался к 24 ч об$
работки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы проверили гипотезу о
том, что моделирование in vitro различных пато$
логических ситуаций, характерных для ожире$
ния, вызывает ИР и нарушает транспорт глюко$
зы в адипоциты. Во всех случаях (жировая пе$
регрузка, острое воспаление, гипоксия и стресс
ЭПР) снижение активирующего действия инсу$
лина происходило на: 1) начальном уровне IRS;
2) промежуточном уровне мишени PI3$киназ$
ного каскада, киназы Akt; 3) конечном этапе
мишени инсулинового каскада, AS160, регули$
рующего активность инсулин$зависимого транс$
портера глюкозы GLUT4. При этом наблюда$
лось повышенное фосфорилирование стресс$
зависимых киназ JNK1/2, которые активируют$
ся при воспалении, однако кинетика активации
JNK1/2 была различной. Поскольку JNK1/2 из$
вестны как основные сериновые киназы IRS,
наши данные указывают на единый воспали$
тельный механизм, обеспечивающий развитие
ИР различной этиологии.

Механизмы снижения активности инсулино�
вого каскада под действием СЖК. Хорошо из$
вестно, что насыщенные СЖК подавляют захват
глюкозы из крови инсулин$зависимыми тканя$
ми [35, 36]. Этот физиологический феномен, ле$
жащий в основе глюкозо$жирнокислотного
цикла Рэндла [35], был подробно описан для
мышечных клеток как основных потребителей
циркулирующей глюкозы в организме. В мень$
шей степени он был изучен для адипоцитов, где
ключевым событием считалось подавление ли$
полиза под действием избыточно поступающей
в клетки глюкозы. Лишь позже было показано,
что избыток СЖК (алиментарного или липолити$
ческого происхождения) также снижает транс$

Рис. 2. Влияние химических индукторов ИР на инсулин$
зависимый захват [3H]$2$дезоксиглюкозы адипоцитами
3T3$L1. Приведенные значения показывают, во сколько
раз инсулин усиливает транспорт глюкозы в клетки. Дан$
ные представлены как среднее ± стандартное отклонение,
t$критерий Стьюдента; * р < 0,05; n = 6
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порт глюкозы в адипоциты [37, 38]. Существует
огромное число работ, подтверждающих этот
феномен [36], но его клеточно$биохимический
механизм долгое время был неизвестен.

Исследования 1990$х и 2000$х гг. показали,
что в мышечных клетках избыток липидов вы$
зывает активацию атипичных форм протеинки$
назы С, которые прерывают передачу сигнала от
рецептора инсулина к транспортеру глюкозы
GLUT4 [39, 40]. Однако высокий липидный фон
в адипоцитах предполагает наличие иного меха$
низма нарушения инсулинового каскада. Пони$
мание данного механизма пришло после иден$
тификации СЖК как активаторов Toll$подоб$
ных рецепторов 4$го типа (TLR4) [41, 42]. Эти
рецепторы сопряжены с активацией воспалитель$
ных каскадов клетки и «воспалительных» киназ
IKK и JNK1/2. Участие этих киназ в прерывании
инсулинового сигнала на уровне IRS к настоя$
щему времени хорошо документировано [15].
Наконец, ключевая роль JNK в сериновом фос$
форилировании IRS и развитии ИР в жировой
ткани была убедительно продемонстрирована

на животных и клеточных моделях стресса ЭПР
и воспаления [16, 18].

Полученные нами результаты согласуются с
этим механизмом, т.к. в модели жировой пере$
грузки мы наблюдали снижение инсулин$зави$
симого фосфорилирования IRS по Tyr612, необ$
ходимого для дальнейшей передачи сигнала к
PI3$киназному каскаду [5], а также фосфорили$
рования его мишеней Akt и AS160 (рис. 1) и
транспорта глюкозы в адипоциты (рис. 2). При
обработке клеток СЖК или ЛПС базальный
уровень фосфорилирования Ser473 в Akt был
повышен (рис. 1, в). Его могут обеспечивать ки$
назы JNK1/2, которые либо напрямую фосфори$
лируют Ser473 [18], либо активируют mTORC2
[15, 16]. Действительно, мы наблюдали продол$
жительную активацию JNK1/2 под действием
СЖК (рис. 3). Мы также не исключаем других ме$
ханизмов действия насыщенных СЖК, т.к. ме$
ханизмы действия СЖК на адипоциты разно$
образны [41, 42].

Механизмы снижения активности инсулино�
вого каскада при гипоксии. Известно, что разви$

Рис. 3. Кинетика фосфорилирования киназы JNK1/2 при обработке адипоцитов 3T3$L1 химическими индукторами ИР.
а – Репрезентативные иммуноблоты; б – график зависимости уровня фосфорилирования JNK1/2 по Thr183 и Tyr185 от
времени
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тие ожирения и ИР связано с гипертрофией жи$
ровой ткани, а развитие гипоксии может быть
причиной ИР в адипоцитах [10]. Транскрипци$
онный фактор HIF$1α обеспечивает реакцию
клеток на гипоксию. Ингибирование белков
фон Хиппель–Линдау ионами Со2+ предотвра$
щает протеасомную деградацию и стабилизиру$
ет HIF$1α [43, 44]. Одним из целевых генов
HIF$комплекса является фактор транскрипции
NF$κB. Стабилизация HIF$1α способствует
усилению воспалительных механизмов, зависи$
мых от NF$κB [45, 46]. Кроме того, Со2+ может
стимулировать продукцию в клетках активных
форм кислорода и развитие окислительного
стресса [47]. Таким образом, гипоксия стимули$
рует активность воспалительных и стресс$зави$
симых киназ, включая IKK и JNK1/2.

Мы показали, что Со2+ снижает инсулин$
стимулируемое фосфорилирование IRS, Akt (по
Thr308) и AS160 (рис. 1). Как отмечено выше, за
усиление фосфорилирования Akt по Ser473
(рис. 1, в) могут отвечать киназы JNK1/2 [15, 16,
18]. Действительно, Со2+ вызывал продолжи$
тельную активацию JNK1/2 (рис. 3), указывая
на запуск реакции воспаления. Несмотря на то,
что активация JNK1/2 падала к концу экспери$
мента, инсулин$индуцируемый захват глюкозы
достоверно снижался (рис. 2). Таким образом, в
условиях экспериментальной гипоксии в адипо$
цитах развивается ИР и нарушается захват глю$
козы, по$видимому, вследствие активации вос$
палительного ответа с участием JNK1/2.

Механизмы снижения активности инсулино�
вого каскада при стрессе ЭПР. БрА нарушает
доставку СОРI$окаймленных везикул из ЭПР в
аппарат Гольджи, вызывая белковую перегрузку
и стресс ЭПР [48]. Механизм действия БрА свя$
зан с участием воспалительного транскрипци$
онного фактора NF$κB [49].

БрА снижал инсулин$зависимое фосфори$
лирование IRS, Akt (по Thr308) и AS160 (рис. 1),
показывая тенденцию к росту фосфорилирова$
ния Akt по Ser473 относительно других индукто$
ров ИР (рис. 1, в). Стимуляция инсулином захвата
глюкозы также достоверно снижалась (рис. 2).
Кинетика активации JNK1/2 показывала нали$
чие продолжительной фазы, что согласуется с
ролью JNK1/2 в сериновом фосфорилировании
IRS и индукции ИР в адипоцитах. Таким обра$
зом, моделирование стресса ЭПР также приво$
дит к развитию воспалительной реакции и нару$
шению транспорта глюкозы в адипоциты.

Механизмы снижения активности инсулино�
вого каскада при воспалении. К настоящему вре$
мени сформировалась довольно четкая картина,
показывающая связь ожирения, воспаления и
развития ИР в жировой ткани [19, 50]. Ключе$

вой особенностью этого механизма развития ИР
является длительный (латентный) характер вос$
паления [9, 12].

Классическая индукция воспаления с по$
мощью ЛПС приводила к подавлению инсулин$
зависимой сигнализации в адипоцитах (рис. 1),
но не вызывала статистически значимого сни$
жения инсулин$индуцируемого захвата глюко$
зы (рис. 2). ЛПС быстро активировал JNK1/2,
но эта активация уменьшалась уже через 4 ч, и
вторая фаза продолжительной активации JNK1/2
фактически отсутствовала (рис. 3). Такая карти$
на соответствует острой воспалительной реак$
ции при активации сигнального каскада IKK/
NF$κB через рецептор TLR4 на поверхности
адипоцитов. Возможно, отсутствие эффекта
ЛПС на инсулин$зависимый захват глюкозы
(рис. 2) связано именно с отсутствием фазы
продолжительной активации JNK1/2, а также с
различной реактивностью изоформ JNK1/2. В то
время как СЖК, Со2+ и БрА влияли преимущест$
венно на фосфорилирование JNK2, ЛПС изме$
нял фосфорилирование JNK1 (рис. 3). Интерес$
но, что изоформы JNK1/2 могут быть по$разно$
му задействованы в регуляции метаболизма.
Так, реакция инсулинового каскада на воспале$
ние полностью отсутствовала у мышей, нокаут$
ных по JNK1, но не JNK2 [16]. Однако этот эф$
фект требовал наличия JNK2 и нарушался в слу$
чае нокаута JNK2 [18]. Таким образом, обе изо$
формы киназы JNK играют важные, но разные
роли в развитии ИР воспалительного генеза [50]. 

Являясь фактором острого воспаления, ЛПС
лишь кратковременно активирует JNK1/2, и
этого, видимо, недостаточно для критических
нарушений функций AS160 и GLUT4. Тот факт,
что ЛПС снижает уровень фосфорилирования
AS160 по Ser318 (рис. 1, г), однозначно не ука$
зывает на изменение активности AS160. Хотя
этот остаток является основной мишенью Akt,
AS160 несет несколько других остатков, узнава$
емых Akt [33, 34]. Кроме того, активность AS160
регулируется другими киназами. В частности, в
миоцитах АМР$зависимая киназа (АМРК) регу$
лирует транспорт глюкозы, фосфорилируя дру$
гой набор остатков в AS160 [51–53].

В данной работе мы показали, что при моде$
лировании клеточных патологий, характерных
для ожирения, а именно дислипидемии, гипо$
ксии и стресса ЭПР, в адипоцитах 3T3$L1 разви$
вается длительная воспалительная реакция, вы$
ражающаяся в активации стресс$зависимых ки$
наз JNK1/2, снижении активации инсулинового
каскада и транспорта глюкозы в клетки. Напро$
тив, моделирование острого воспаления с по$
мощью ЛПС приводило к кратковременной ак$
тивации JNK1/2, снижению активации инсули$
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нового каскада, но не влияло на транспорт глю$
козы в адипоциты. Полученные результаты ука$
зывают на связь инсулиновой резистентности с
хроническим (латентным) воспалением, что де$
лает воспаление перспективной мишенью для
поиска новых терапевтических подходов к кор$
рекции инсулиновой резистентности и сахарно$
го диабета 2$го типа.
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Obesity associated with dyslipidemia, inflammation, hypoxia, and endoplasmic reticulum (ER) stress is the major risk
for insulin resistance and type 2 diabetes development. We modelled these conditions in cultured 3T3$L1 adipocytes
to determine their effects on insulin signaling, glucose uptake, and inflammatory response using the value of activa$
tion of stress$dependent JNK1/2 kinases for quantitative assessment of effects. Under conditions of lipid (palmitate)
overload of cells, acute lipopolysaccharide (LPS)$induced inflammation, Co2+$induced hypoxia, and brefeldin
A$caused ER stress, we detected a decrease in insulin stimulation of IRS, Akt, and AS160 phosphorylation. In all
these conditions except for acute inflammation, the insulin$dependent glucose uptake by adipocytes was reduced, and
the activation kinetics of JNK1/2 was bi$phasic demonstrating an increased activity over 24 h. In contrast, in case of
acute inflammation, the kinetics of JNK1/2 activation by LPS was transient, and the level of JNK phosphorylation
returned to the basal level at 2–3 h of stimulation. These results suggest a critical role for sustained (latent) vs.
transient (acute) inflammation in induction of adipose insulin resistance and glucose uptake impairment. Thus,
inflammatory signaling cascade is a potential target for new therapeutic approaches to prevent insulin resistance and
type 2 diabetes development.

Keywords: insulin resistance, type 2 diabetes, inflammation, glucose uptake, adipocytes


