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Аналоги инкретиновых гормонов, в том числе глюкагон�подобного пептида 1�типа (ГПП�1), обладают соче�
танным сахароснижающим, анорексигенным и кардиопротективным действиями. Механизмы действия
ГПП�1 и его аналогов хорошо изучены для β�клеток поджелудочной железы, гепатоцитов и других типов тка�
ней. Тем не менее эффекты ГПП�1 и его аналогов при локальном действии в жировой ткани в настоящий мо�
мент остаются неясными. В нашей работе мы провели оценку локального действия синтетического аналога
ГПП�1, лираглутида, на адипогенную дифференцировку и инсулиновую чувствительность адипоцитов 3T3�
L1. В ходе выполнения работы проводили белую и бежевую адипогенные дифференцировки преадипоцитов
3T3�L1 в течение 10 дней в присутствии/отсутствии 100 нМ лираглутида. Результат оценивали, определяя сред�
нее число адипоцитов в поле зрения и поглощение экстракта красителя OilRedO. Затем в зрелых адипоцитах
методом иммуноблоттинга оценивали зависимость активации и экспрессии киназ Erk и JNK от времени ин�
кубации в присутствии лираглутида. Для уточнения механизма действия лираглутида зрелые адипоциты обра�
батывали ингибитором аденилатциклазы SQ22536. В дальнейшем проводили оценку инсулиновой чувстви�
тельности клеток методами иммуноблоттинга и оценки инсулин�зависимого захвата глюкозы. В работе выяв�
лено отсутствие значимого влияния лираглутида на бежевую адипогенную дифференцировку преадипоцитов
3T3�L1, при этом в составе белых адипоцитов лираглутид достоверно повышал экспрессию UCP�1. Исследо�
вание процессов активации промитогенной киназы Erk и провоспалительной киназы JNK при действии ли�
раглутида продемонстрировало стимуляцию экспрессии киназы Erk и отсутствие эффектов на экспрессию ки�
назы JNK. Добавление к клеткам одновременно с лираглутидом ингибитора аденилатциклазы SQ22536 вызы�
вало подавление экспрессии Erk и активацию экспрессии JNK, что свидетельствует об участии аденилатцик�
лазы в промитогенном и противовоспалительном эффектах лираглутида. Лираглутид стимулировал экспрес�
сию субстрата инсулинового рецептора IRS�1 и киназы Akt, а также усиливал захват глюкозы клетками и
экспрессию инсулин�зависимого глюкозного транспортера GLUT4; все эти эффекты нивелировались в при�
сутствии SQ22536. В данной работе продемонстрировано усиление инсулиновой чувствительности зрелых ади�
поцитов синтетическим аналогом ГПП�1 лираглутидом, опосредуемое аденилатциклазой. Лираглутид не ока�
зывал значимого воздействия на процесс бежевого адипогенеза, однако в составе белых адипоцитов усиливал
экспрессию UCP�1. Полученные результаты свидетельствуют о позитивном инсулин�сенситизирующем пря�
мом эффекте лираглутида на зрелые адипоциты, не связанном с формированием новых адипоцитов.
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МАМОНТОВА и др.

ВВЕДЕНИЕ

Ожирение является одним из наиболее рас�
пространённых заболеваний в мире, а также фак�
тором риска развития инсулиновой резистент�
ности (ИР) и сахарного диабета 2�го типа
(СД2Т) [1–2] и связано, прежде всего, с увели�
чением объема жировой ткани. Ожирение и
СД2Т увеличивают риск развития и тяжесть те�
чения онкологических [3], сердечно�сосудистых
[4] и многих других заболеваний. Изучение ме�
ханизмов регуляции физиологии жировой тка�
ни является важной научно�медицинской зада�
чей. 

Одной из наиболее новых и перспективных
групп препаратов для коррекции СД2Т являет�
ся группа глюкагон�подобного пептида 1�го ти�
па (ГПП�1) и его аналогов. Физиологически,
ГПП�1 представляет собой пептид, относящий�
ся к семейству инкретиновых гормонов. Он об�
разуется в результате ограниченного протеолиза
проглюкагона в L�клетках тонкого кишечника
[5]. Свободный ГПП�1 быстро деградирует в
кровотоке под действием дипептидилпептида�
зы�4, время его полужизни составляет 1–2 ми�
нуты [6], поэтому в терапии СД2Т используют
его синтетические аналоги. Лираглутид являет�
ся синтетическим аналогом ГПП�1 и содержит
несколько модификаций, которые не снижают
его специфичность к рецептору глюкагон�по�
добного пептида 1�го типа. Увеличенное время
полужизни лираглутида в крови составляет 13
часов [7]. 

ГПП�1 и препараты на основе других инкре�
тиновых гормонов являются группой препара�
тов, для которых показано сочетание метаболи�
ческого и кардиопротективного действия в тера�
пии СД2Т. Существует мнение о том, что препа�
раты на основе инкретиновых гормонов, в том
числе аналоги ГПП�1, являются не столько ан�
тидиабетическими, сколько кардиопротектив�
ными препаратами с антидиабетическим эф�
фектом [8–9]. ГПП�1 и его аналоги проявляют
способность к снижению частоты развития сер�
дечно�сосудистых и цереброваскулярных забо�
леваний, таких как ишемический инсульт, ин�
фаркт миокарда и острый коронарный синдром
[10]. Недавно также было показано, что ГПП�1
способствуют увеличению эндогенной антиок�
сидантной защиты, ингибированию апоптоза
кардиомиоцитов, ослаблению эндотелиального
воспаления и дисфункций [11]. 

Наиболее изученным механизмом действия
ГПП�1 является влияние на β�клетки поджелу�
дочной железы, проявляющееся в виде ГТФ�
связывающего белок�зависимого экзоцитоза ве�
зикул инсулина, который происходит за счёт ак�

тивации аденилатциклазы и продукции цикли�
ческого аденозинмонофосфата (цАМФ), акти�
вирующих кальциевую сигнализацию [12]. Не�
смотря на наличие существенных данных о сис�
темных эффектах ГПП�1 на поджелудочную же�
лезу, центральную нервную и сердечно�сосудис�
тую системы [13–14], данных о механизмах
действия ГПП�1 и его аналогов на жировую
ткань существует немного. Также особый инте�
рес вызывает то, что терапия с помощью лираг�
лутида и аналогов ГПП�1 зачастую проводится
путем введения препарата в подкожную жиро�
вую клетчатку, что вызывает интерес к локаль�
ному действию вводимого препарата как на про�
цессы обновления, так и на процессы диффе�
ренцировки клеток�предшественников адипо�
цитов. Известно, что ГПП�1 воздействует на
жировую ткань, способствуя захвату и запаса�
нию глюкозы [15]. На данный момент существу�
ет два потенциальных механизма действия ли�
раглутида на жировую ткань, которые достаточ�
но сильно различаются. С одной стороны, ГПП�
1 способствует активации как белой, так и беже�
вой адипогенных дифференцировок [16–17].
Другие данные демонстрируют способность
ГПП�1 стимулировать активность аденилатцик�
лазы и продукции цАМФ с дальнейшей актива�
цией зависимого от протеинкиназы А (PKA) ли�
полиза [18]. 

В нашей работе мы изучили действие синте�
тического аналога ГПП�1, лираглутида, на про�
цессы формирования новых адипоцитов (оцен�
ка активности бежевой и белой адипогенных
дифференцировок преадипоцитов 3T3�L1), на
воспалительный статус зрелых адипоцитов (ак�
тивность N�концевой киназы фактора c�Jun
(JNK)), а также на инсулиновую чувствитель�
ность зрелых адипоцитов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общий дизайн исследования. Работу прово�
дили на модели культивируемых преадипоцитов
3T3�L1. Для изучения процессов белой и беже�
вой адипогенной дифференцировки преадипо�
циты подвергали обработке соответствующими
индукционными смесями в присутствии/отсут�
ствии лираглутида. Для оценки эффективности
дифференцировки вычисляли среднее число
зрелых адипоцитов на единицу площади, прово�
дили экстракцию сорбировавшегося красителя
OilRedO, измеряли уровень экспрессии бе�
лых/бежевых адипогенных маркеров с по�
мощью иммуноблоттинга. 

В дальнейшем проводили оценку кинетики
фосфорилирования провоспалительной JNK и
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промитогенной Erk (киназа, регулируемая вне�
клеточными стимулами) киназ при обработке
зрелых адипоцитов лираглутидом в концентра�
ции 100 нМ в течение 30 мин, 1, 6, 18 и 24 ч, а
также в сочетании с ингибитором аденилатцик�
лазы (SQ22536) в концентрации 500 мкМ с по�
следующей оценкой инсулиновой чувствитель�
ности адипоцитов. 

Для оценки инсулиновой чувствительности
проводили обработку зрелых адипоцитов 3T3�
L1 лираглутидом в течение 24 ч, после чего про�
водили оценку фосфорилирования и экспрес�
сии основных участников инсулиновой сигна�
лизации (субстрата инсулинового рецептора ти�
па 1 (IRS�1) и киназы Akt) методом иммуно�
блоттинга, а также инсулин�стимулируемого
захвата [3Н]�2�дезоксиглюкозы. 

Материалы. Для культивирования мыши�
ных преадипоцитов 3Т3�L1 («ATCC», США) ис�
пользовали культуральную среду DMEM�F12
(концентрация глюкозы 4,5 г/литр) («Gibco»,
США), содержавшую 10% эмбриональной бычь�
ей сыворотки («HyClone», США) и 60 ед./мл
смеси пенициллин/стрептомицин («Gibco»,
США). Преадипоциты 3Т3�L1 дифференциро�
вали с использованием инсулина, изобутилме�
тилксантина, дексаметазона, розиглитазона,
трийодтиронина и изопротеренола («Sigma
Aldrich», США). Адипоциты инкубировали с син�
тетическим аналогом ГПП�1, лираглутидом
(«Selleckchem», Германия) и ингибитором аде�
нилатциклазы, SQ22536 («Fluka», Germany). Для
иммуноблоттинга использовали первичные ан�
титела к pJNK1/2�T183/Y185 («R&D», США),
tJNK1/2 («R&D», США), pErk1/2�T202/Y204
(«Cell Signaling», США), tErk1/2 («Cell
Signaling», США), UCP�1 («Thermo Scientific»,
США), PPARgamma («Cell Signaling», США),
pIRS�Y612 («Thermo Scientific», США), tIRS
(«Cell Signaling», США), pAkt�S473 («Cell
Signaling», США), tAkt («Abcam», США),
GLUT4 («Abcam», США), beta�actin («Abcam»,
США) и вторичные антитела к IgG кролика/мы�
ши, конъюгированные с пероксидазой хрена
(«Abcam», США). Для оценки инсулин�индуци�
руемого захвата [3Н]�2�дезоксиглюкозы исполь�
зовали растворы 2�дезоксиглюкозы («Sigma�
Aldrich», США) и [3H]�2�дезоксиглюкозы
(«Perkin Elmer», США). Клеточный лизат образ�
ца растворяли в сцинтилляционной жидкости
UltimaGold («Perkin Elmer», США), и измеряли
количества распадов в образце на счётчике LKB
RackBeta («LKB», Швеция). Для измерения
концентрации белка использовали набор реак�
тивов с использованием бицинхониновой кис�
лоты «Pierce BCA Protein Assay Kit» («Thermo
Scientific», США). 

Культивирование и дифференцировка преади�
поцитов 3T3�L1. Преадипоциты клеточной ли�
нии 3T3�L1 культивировали в среде DMEM�F12
(4,5 г/литр глюкозы), содержавшей 10% эмбрио�
нальной бычьей сыворотки (FBS) и 60 ед./литр
смеси пенициллин/стрептомицин. 

Белую адипогенную дифференцировку про�
водили по протоколу Zebisch et al. [19] с измене�
ниями. Клетки культивировали до конфлюэнта
~100%, держали в плотном конфлюэнте в тече�
ние 2 дней, после чего следующие 4 дня среду
заменяли на среду DMEM, содержавшую 10%
FBS, 0,5 мM дексаметазона, 0,25 мкM изобутил�
метилксантина, 2 мкM розиглитазона, 100 нM
инсулина. Затем среду заменяли на стандартную
среду культивирования на 2–4 дня и использо�
вали культуру адипоцитов для экспериментов.
Для оценки уровня накопления липидов ис�
пользовали окраску липофильным красителем
OilRedO («Merck Millipore», Германия). Резуль�
тат окрашивания снимали в 4�х случайных по�
лях зрения на микроскопе AxioVertA1 («Zeiss»,
Германия) в режиме фазово�контрастной мик�
роскопии с последующим вычислением числа
зрелых адипоцитов на единицу площади.
Экстракцию красителя OilRedO из окрашенных
адипоцитов проводили с использованием 100%
изопропанола, поглощение экстракта оценива�
ли на планшетном спектрофотометре Multiscan
Microplate Reader («Labsystems», США). 

Бежевую адипогенную дифференцировку
проводили по протоколу Miller et al. [20] с изме�
нениями. Клетки культивировали до конфлю�
энта ~100%, держали в плотном конфлюэнте в
течение 2 дней, после чего следующие 4 дня сре�
ду заменяли на среду DMEM, содержавшую 10%
FBS, 0,5 мM дексаметазона, 0,25 мкM изобутил�
метилксантина, 2 мкM розиглитазона, 100 нM
инсулина, 1 нМ трийодтиронина и 100 мкМ
изопротеренола. Затем среду заменяли на стан�
дартную среду культивирования на 2–4 дня и
использовали культуру адипоцитов для экспе�
риментов. 

Оценка уровня фосфорилирования основных
участников инсулиновой сигнализации зрелых
адипоцитов 3T3�L1. Для оценки уровня фосфо�
рилирования основных участников инсулино�
вой сигнализации проводили депривацию зре�
лых адипоцитов в течение 4 ч в бессывороточ�
ной среде DMEM�F12. Затем обрабатывали
клетки 100 нМ инсулина в течение 20 мин, пос�
ле чего лизировали клетки в осаждающем буфе�
ре для радиоиммунного анализа (RIPA) (150 мМ
NaCl, 1% (w/v) Triton�X100, 0,5% дезоксихолата
натрия, 0,1% додецилсульфата натрия, 50 мМ
Tris�HCl при рН 8,0) с ингибиторами протеаз и
фосфатаз («Roche», Швеция). Клеточные лиза�
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ты гомогенизировали инсулиновым шприцем с
диаметром иглы 29G. 

Инсулин�индуцируемый захват [3Н]�2�дезок�
сиглюкозы. Для оценки инсулин�индуцируемого
захвата глюкозы зрелые адипоциты 3T3�L1 сти�
мулировали инсулином в концентрации 100 нМ
в течение 20 минут, после чего в среду добавля�
ли раствор, содержащий 100 мкМ 2�дезокси�
глюкозы и 0,5 мкКи [3H]�2�дезоксиглюкозы, на
5 мин. Клетки трижды отмывали холодным фос�
фатно�солевым буфером и лизировали их с по�
мощью буфера RIPA. Клеточный лизат раство�
ряли в сцинтилляционной жидкости и измеряли
количество распадов в образце на счетчике β�
излучения. 

Изучение действия лираглутида на активность
промитогенных и провоспалительных киназ Erk и
JNK. В дальнейшей работе проводили измере�
ние зависимости уровней фосфорилирования и
экспрессии промитогенной киназы Erk и про�
воспалительной киназы JNK от времени инку�
бации в присутствии 100 нМ лираглутида. Зре�
лые адипоциты 3T3�L1 депривировали в бессы�
вороточной среде DMEM�F12 в течение 4 ч,
после чего стимулировали лираглутидом в тече�
ние 30 мин, 1, 6, 18 и 24 ч. После стимуляции
проводили лизис клеток в буфере RIPA с после�
дующим анализом методом иммуноблоттинга.
Для изучения механизма экспрессионных эф�
фектов лираглутида на зрелые адипоциты 3T3�
L1 проводили инкубацию в присутствии инги�
битора аденилатциклазы SQ22536. Перед экспе�
риментом также проводили депривацию клеток,
как описано выше, с последующим добавлени�
ем вместе с лираглутидом ингибитора аденилат�
циклазы SQ22536 до концентрации 500 мкМ. 

Иммуноблоттинг. Клеточные лизаты разде�
ляли с помощью электрофореза в денатурирую�
щих условиях по методу Лэммли в 10%�ном по�
лиакриламидном геле [21]. Электроперенос бел�
ков проводили на поливинилиденфторидные
мембраны («Amersham», США) методом мокро�
го переноса согласно инструкции производите�
ля. Мембраны блокировали в течение 6 ч в
50 мМ Tris�HCl при рН 8,0, содержащем 5%
обезжиренного молока («Applichem», Германия)
с добавлением 0,1% (v/v) Tween 20, после чего
инкубировали с первичными антителами соглас�
но инструкции производителя. В дальнейшем
мембраны обрабатывали вторичными антитела�
ми согласно инструкции производителя. Визуа�
лизацию хемилюминесценции осуществляли с
использованием набора реактивов Clarity ECL
(«Bio�Rad», США) и регистрировали сигнал с
помощью гель�документирующей системы
FusionX («Vilber�Lourmat», Франция). Получен�
ные изображения обрабатывали с помощью

программ ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) и
GelAnalyzer (http://www.gelanalyzer.com/). В
дальнейшем вычисляли значение отношения
фосфорилированной формы белка к общему ко�
личеству этого белка либо нормировали общее
количество белка на белок эндогенного контро�
ля β�актин. 

Статистический анализ. Данные представле�
ны как среднее ± стандартное отклонение. Для
каждой экспериментальной точки выполняли
три независимых клеточных повтора, каждый из
которых анализировали в трех репликатах. Для
расчёта достоверности различий использовали
t�критерий Стьюдента, принимая достоверны�
ми различия с вероятностью р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лираглутид не оказывает значимого влияния
на бежевую дифференцировку, однако способ�
ствует росту экспрессии UCP�1 при белой диффе�
ренцировке преадипоцитов 3T3�L1. На первом
этапе работы мы оценили воздействие синтети�
ческого аналога ГПП�1 лираглутида на процес�
сы белой и бежевой адипогенных дифференци�
ровок. Постановка данной задачи связана с
подкожным введением лираглутида в клини�
ческой практике и возможным локальным
действием лираглутида на адипогенез в составе
жировой ткани. Эксперименты проводили в
присутствии лираглутида в концентрации
100 нМ в индукционных смесях и средах куль�
тивирования после индукции (см. раздел «Ма�
териалы и Методы»). 

Для оценки уровня дифференцировки пре�
адипоцитов 3T3�L1 проводили окрашивание
клеток после дифференцировки в присут�
ствии/отсутствии лираглутида липофильным
красителем OilRedO (рис. 1, а). Подсчет числа
зрелых адипоцитов на единицу площади не
продемонстрировал статистически значимых
отличий между группами, однако при обработ�
ке белых и бежевых адипоцитов лираглутидом
наблюдали статистически недостоверную тен�
денцию к увеличению числа адипоцитов в груп�
пах, подвергнутых обработке лираглутидом
(рис. 1, б). Аналогичную ситуацию наблюдали и
при оценке поглощения экстрактов красителя
OilRedO – при обработке адипоцитов лираглу�
тидом наблюдали небольшую тенденцию к рос�
ту поглощения экстрактов, в случае белой ади�
погенной дифференцировки эта разница была
достоверна (p = 0,004), однако прирост погло�
щения после обработки лираглутидом составил
менее 10% от общего значения (рис. 1, в). Полу�
ченные результаты ставят под сомнение нали�
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чие у лираглутида способности к регуляции бе�
лой адипогенной дифференцировки и накопле�
нию липидов. Тем не менее мы провели анализ
экспрессии основных факторов белой (рецеп�
торов, активируемых пероксисомными проли�
фераторами (PPARgamma)) и бежевой (разоб�
щающего белка 1�го типа (UCP�1)) адипоген�
ных дифференцировок методом иммуноблот�
тинга. В случае белой адипогенной дифферен�
цировки добавление лираглутида статистически
достоверно усиливает экспрессию UCP�1 (p =
= 0,032) (рис. 1, г и д). В случае бежевой адипоген�
ной дифференцировки добавление лираглутида
не оказывает статистически значимого действия
на экспрессию как UCP�1, так и PPARgamma

(рис. 1, г и е). Таким образом, можно заключить,
что лираглутид обладает потенциалом к усиле�
нию экспрессии маркеров бежевой адипоген�
ной дифференцировки в составе белых адипо�
цитов, но существенно не влияет на экспрессию
факторов белой адипогенной дифференциров�
ки. В совокупности полученные данные свиде�
тельствуют об отсутствии влияния лираглутида
на процесс белой адипогенной дифференциров�
ки, однако стоит отметить достоверное нараста�
ние экспрессии UCP�1 в белых адипоцитах при
прямом действии лираглутида, что может ука�
зывать на его потенциал к модуляции фенотипа
адипоцита в термогенном направлении. Даль�
нейшую работу выполняли на зрелых адипоци�
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Рис. 1. Обработка лираглутидом не оказывает значимого влияния на бежевую адипогенную дифференцировку, однако
способствует росту экспрессии UCP�1 при белой адипогенной дифференцировке преадипоцитов 3T3�L1. а – Панель
микрофотографий (фазовый контраст) адипоцитов 3T3�L1 после белой/бежевой (БЕЛ/БЕЖ) адипогенных дифференци�
ровок в присутствии/отсутствие лираглутида (ЛИРА), окраска липофильным красителем OilRedO; б – число адипоцитов
на единицу площади микрофотографии в панели (а); в – поглощение экстрактов красителя OilRedO; г – репрезентатив�
ный иммуноблоттинг; д – результаты статистического анализа уровня экcпрессии UCP�1; е – результаты статистическо�
го анализа уровня экспрессии PPARgamma. Представлены результаты трех независимых экспериментов, для расчёта дос�
товерности различий использовали t�критерий Стьюдента, результат считался статистически недостоверным при p > 0,05.
(С цветным вариантом рис. 1 и 3–5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/.) 
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тах 3T3�L1 после белой адипогенной дифферен�
цировки. 

Лираглутид усиливает экспрессию промито�
генной киназы Erk и подавляет экспрессию про�
воспалительной киназы JNK за счёт активации
аденилатциклазы. В ходе дальнейшей работы
проводили оценку действия лираглутида на ак�
тивацию и экспрессию промитогенной (Erk) и
провоспалительной (JNK) киназ в зависимости
от времени воздействия в зрелых белых адипо�
цитах 3T3�L1. 

Анализ кинетики уровня фосфорилирова�
ния киназ Erk и JNK (рис. 2, а, б и г) продемон�
стрировал сходную картину транзиторной акти�
вации (фосфорилирование Erk – р = 0,04 в ин�
тервале времени 0–0,5 ч; р = 0,117 в интервале
времени 0,5–1 ч; и р = 0,04 в интервале времени
1–6 ч; в присутствии ингибитора аденилатцикла�
зы (SQ22536) характер достоверности различий
не изменялся). Анализ кинетики экспрессии
киназы Erk продемонстрировал довольно силь�
ную активацию экспрессии в ответ на действие
лираглутида. Данный эффект наблюдался, на�
чиная с 0,5 ч инкубации в присутствии лираглу�
тида, что довольно мало для реализации
экспрессионных эффектов. Тем не менее уро�
вень экспрессии киназы Erk был статистически
достоверно повышен в течение 6 ч инкубации в
присутствии лираглутида, однако в интервале
18–24 ч уровень экспрессии киназы Erk вернул�
ся к базовому значению (рис. 2, а и в). Экспрес�

сия киназы JNK достоверно не изменялась от�
носительно контроля с течением времени в при�
сутствии лираглутида (рис. 2, а и д). Таким обра�
зом, лираглутид обладает способностью к тран�
зиторной активации киназ Erk и JNK, которая
сопровождается достаточно стабильным (до 6 ч)
ростом экспрессии киназы Erk. В связи с этим
мы предположили наличие разнонаправленных
экспрессионных эффектов лираглутида на зре�
лые адипоциты 3T3�L1. 

Основным транскрипционным фактором,
задействованным в экспрессионных эффектах
лираглутида, является фактор CREB (белок,
связывающий цАМФ�чувствительный эле�
мент), который активируется при повышении
концентрации цАМФ в клетке [22–24]. Основ�
ным ферментом, производящим цАМФ в клетке
и, кроме того, способным активировать тран�
скрипционный фактор CREB, является адени�
латциклаза. В дальнейшей работе для проверки
механизма действия лираглутида использовали
ингибитор аденилатциклазы (SQ22536) до кон�
центрации 500 мкМ [25–27]. 

Анализ кинетики уровня фосфорилирова�
ния киназ Erk и JNK под действием лираглутида
в присутствии SQ22536 продемонстрировал ана�
логичный транзиторный ответ. В случае JNK мы
наблюдаем рост активационного фосфорилиро�
вания киназы в точке 24 ч относительно того же
уровня в присутствии SQ22536 (рис. 2, а, б и г).
SQ22536 полностью подавлял активацию
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Рис. 2. Лираглутид не оказывает значимого влияния на активацию сигнализации киназ Erk и JNK, однако влияет на их
экспрессию через аденилатциклазу. а – Репрезентативные иммуноблоттинги; б – зависимость уровня фосфорилирования
киназ pErk1/2�T202/Y204 от времени действия лираглутида; в – зависимость уровня экспрессии киназ Erk1/2 от времени
действия лираглутида; г – зависимость уровня фосфорилирования киназ pJNK1/2�T183/Y185 от времени действия лираг�
лутида; д – зависимость уровня экспрессии киназ pJNK1/2 от времени действия лираглутида. Все данные получены при
использовании 100 нМ лираглутида ± 500 мкМ SQ22536. Представлены результаты трех независимых экспериментов, для
расчёта достоверности различий использовали t�критерий Стьюдента, *p < 0,05, статистическая значимость рассчитана
для каждой пары значений в одной временной точке (± 500 мкМ SQ22536) 
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экспрессии Erk лираглутидом при инкубации
0,5–6 ч. И, если лираглутид сам по себе не вли�
ял на экспрессию JNK, в присутствии SQ22536
наблюдалась статистически достоверная акти�
вация экспрессии JNK (рис. 2, а, в и д). Данный
результат указывает на разнонаправленную ре�
гуляцию экспрессии Erk и JNK, которая зависит
от цАМФ, лираглутидом. Это позволяет предпо�
лагать возможность участия лираглутида в регу�
ляции процессов пролиферации и воспаления
клеток в составе жировой ткани. 

Лираглутид усиливает фосфорилирование и
экспрессию белков IRS�1 и Akt за счёт активации
аденилатциклазы. Мы предположили, что, по�
мимо регуляции процессов пролиферации и
воспаления в жировой ткани, лираглутид может
оказывать системное сахароснижающее
действие за счёт повышения инсулиновой
чувствительности адипоцитов при подкожном
введении препарата. 

В ходе работы была показана стимуляция
как фосфорилирования, так и экспрессии кар�
касного белка IRS�1, который способствует пе�
редаче сигнала инсулина от рецептора к внут�
риклеточным киназам (рис. 3, а и б), а также ки�
назы Akt при прямом действии лираглутида на
зрелые адипоциты (рис. 3, а и в). Стоит отме�
тить, что уровень базального фосфорилирова�
ния протеинкиназы Akt при действии лираглу�
тида практически не изменяется, что в сочета�
нии с усилением экспрессии Akt при действии
лираглутида может свидетельствовать об умень�

шении степени фосфорилирования Akt при
действии лираглутида без стимуляции инсули�
ном (рис. 3, а и в). SQ22536 способствует полно�
му исчезновению эффектов лираглутида и воз�
врату значений уровня фосфорилирования и
экспрессии белков IRS�1 и Akt к базальным по�
казателям (рис. 3, а и б). Полученные результа�
ты демонстрируют стимулирующее действие ли�
раглутида на работу инсулин�зависимой сигна�
лизации, что позволяет предполагать ассоци�
ированные изменения в процессе инсулин�за�
висимого захвата глюкозы. 

Лираглутид усиливает инсулин�стимулируе�
мый захват глюкозы зрелыми адипоцитами 3T3�
L1 по аденилатциклаза�зависимому механизму.
После оценки активности инсулиновой сигна�
лизации мы перешли к изучению физиологи�
ческого ответа зрелых адипоцитов 3T3�L1 на
действие инсулина. Реальным физиологичес�
ким ответом адипоцитов на инсулин является
скорость поглощения глюкозы. 

В зрелых адипоцитах 3T3�L1 инсулин сти�
мулирует захват глюкозы адипоцитами пример�
но в 9,5 раз относительно контроля, в то время
как в присутствии лираглутида стимуляция уве�
личивается (до 11 раз). Стоит отметить, что в аб�
солютных значениях захват глюкозы при
действии инсулина в присутствии лираглутида
увеличивается на 30% относительно аналогич�
ного показателя в отсутствие лираглутида (p =
= 0,023, рис. 4, а). Добавление SQ22536 пол�
ностью снимает эффект лираглутида (p = 0,01,
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Рис. 3. Лираглутид усиливает фосфорилирование и экспрессию белков IRS�1 и Akt путём активации аденилатциклазы.
Все данные представлены в присутствии 100 нМ лираглутида ± 500 мкМ SQ22536. а – Репрезентативные иммуноблоттин�
ги, б – результаты статистического анализа активации и экспрессии IRS�1, в – результаты статистического анализа акти�
вации и экспрессии Akt. В расчётах представлены результаты трех независимых экспериментов, для расчёта достовернос�
ти различий использовали t�критерий Стьюдента, результат считался статистически недостоверным при p > 0,05
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рис. 4, а), при этом в абсолютных значениях за�
хват глюкозы при действии инсулина в контроле
и в присутствии лираглутида с SQ22536 статис�
тически не различаются (рис. 4, а). В качестве
выяснения возможных механизмов усиления
инсулиновой чувствительности адипоцитов при
действии лираглутида в ходе работы проводили
оценку экспресии инсулин�зависимого транс�
портера глюкозы 4�го типа (GLUT4). Было по�
казано существенное усиление экспрессии
GLUT4 при действии лираглутида, при этом эф�
фект лираглутида на экспрессию GLUT4 пол�
ностью нивелировался в присутствии SQ22536
(рис. 4, б). Стоит отметить, что в присутствии
лираглутида добавление к клеткам инсулина
снижает экспрессию GLUT4 относительно не
стимулированных инсулином клеток, но не от�
носительно контрольных клеток или действия
ингибитора. Данный факт может быть связан с
чрезвычайно плейотропным действием лираг�
лутида на адипоциты. Суммируя полученные
результаты, мы можем предположить, что ли�
раглутид способствует улучшению инсулиновой
чувствительности адипоцитов, причем данные

эффекты реализуются по аденилатциклаза�за�
висимому механизму. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы продемонстрировали
эффекты, связанные с прямым действием син�
тетического аналога ГПП�1 лираглутида на пре�
адипоциты и зрелые адипоциты 3T3�L1. В кон�
центрации 100 нМ лираглутид существенно не
изменял способность преадипоцитов к адипо�
генной дифференцировке, усиливая, однако,
экспрессию UCP�1 в белых адипоцитах и ком�
митируя их в направлении бежевой дифферен�
цировки. Лираглутид способен разнонаправ�
ленно регулировать экспрессию промитогенной
киназы Erk и провоспалительной киназы JNK в
зрелых адипоцитах по аденилатциклаза�зависи�
мому механизму. Также лираглутид продемон�
стрировал потенциал к усилению экспрессии
ряда участников инсулиновой сигнализации и
инсулин�зависимого транспортера глюкозы
GLUT4 по аденилатциклаза�зависимому меха�
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Рис. 4. Лираглутид усиливает инсулин�зависимый захват глюкозы путём регуляции экспрессии инсулин�зависимого
транспортера глюкозы GLUT4 при участии аденилатциклазы. Все данные представлены в присутствии 100 нМ лираглу�
тида ± 500 мкМ SQ22536. а – Гистограмма инсулин�стимулируемого захвата [3H]�2�дезоксиглюкозы, б – репрезентатив�
ный иммуноблоттинг и гистограмма денситометрии иммуноблоттинга. В расчётах представлены результаты трех незави�
симых экспериментов, для расчёта достоверности различий использовали t�критерий Стьюдента, результат считался ста�
тистически недостоверным при p > 0,05
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низму. Лираглутид стимулирует инсулин�зави�
симый захват глюкозы, причем это также проис�
ходит при участии аденилатциклазы (рис. 5).  

Основная функция ГПП�1 заключается в ре�
ализации инсулинотропного эффекта в ответ на
приём пищи – при действии ГПП�1 происходит
стимуляция секреции инсулина, а также подав�
ление секреции глюкагона через активацию спе�
цифического рецептора ГПП�1. Инсулино�
тропный эффект в сочетании с другими быстры�
ми эффектами ГПП�1 способствует снижению
уровня глюкозы крови [28–30]. Таким образом,
можно заключить, что ГПП�1 является «усили�
телем», который дополнительно стимулирует

постпрандиальную секрецию инсулина, вызы�
вая максимальную активацию захвата глюкозы
клетками. Тем не менее у пациентов с ИР и СД2Т
наблюдается снижение ГПП�1 и общее измене�
ние профиля секреции инкретиновых гормонов
[31–33]. Именно поэтому разработка терапевти�
ческого подхода к коррекции ИР и СД2Т на ос�
нове использования аналогов ГПП�1 и других
инкретиновых гормонов получила такое разви�
тие в начале XXI века [34–35]. В настоящее вре�
мя наиболее распространенными препаратами
на основе аналогов ГПП�1 являются препараты
на основе лираглутида – синтетического аналога
ГПП�1. Введение большинства препаратов на
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Рис. 5. Возможный механизм прямого действия лираглутида на зрелые адипоциты связан с регуляцией активности аде�
нилатциклазы, которая через активацию транскрипционного фактора CREB способна оказывать эффекты на экспрессию
важнейших участников процессов термогенеза (UCP�1), воспаления (JNK), пролиферации и выживаемости (Erk), а так�
же инсулиновой чувствительности (IRS�1, Akt и GLUT4). Сокращения и аббревиатуры: Akt – протеинкиназа В; cAMP –
цАМФ; CREB – белок, связывающий цАМФ�чувствительный элемент; Erk – киназа, регулируемая внеклеточными сти�
мулами; GLUT4   транспортер глюкозы 4�го типа; IRS – субстрат инсулинового рецептора; JNK – N�концевая киназа
фактора c�Jun; SQ22536 – ингибитор аденилатциклазы; UCP�1 – разобщающий белок 1�го типа
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основе аналогов ГПП�1 происходит в подкож�
ную жировую клетчатку, регуляция образования
которой является важнейшей проблемой в кон�
тексте вопросов ожирения и СД2Т. 

В настоящее время вопрос взаимодействия
ГПП�1 и жировой ткани хорошо изучен с точки
зрения центральных механизмов регуляции.
ГПП�1 способен модулировать активность ги�
поталамо�гипофизарной системы и влиять на
метаболизм жировой ткани, стимулируя биоге�
нез бежевого жира [36–38]. Тем не менее в од�
ном из последних исследований механизмов
эффективности бариатрической хирургии была
показана роль именно локальной экспрессии
рецептора ГПП�1 в подкожной жировой ткани в
процессе улучшения метаболических парамет�
ров пациентов с ожирением и СД2Т после бари�
атрических хирургических вмешательств [39].
Таким образом, можно предполагать, что ло�
кальное действие ГПП�1 и его аналогов способ�
но улучшать метаболический профиль и инсу�
линовую чувствительность. В нашей работе мы
попытались прояснить механизмы локального
действия ГПП�1 (в лице его синтетического
аналога лираглутида) на процессы белой и беже�
вой адипогенной дифференцировки. 

Первой нашей находкой было отсутствие
очевидного эффекта лираглутида на процессы
белой адипогенной дифференцировки, что со�
четалось с усилением экспрессии UCP�1 в со�
ставе белых адипоцитов под действием лираглу�
тида. Ранее не было продемонстрировано убе�
дительного локального эффекта ГПП�1 на акти�
вацию бежевой адипогенной дифференциров�
ки, поэтому наши результаты в этой области яв�
ляются новыми. Известно, что ключевым фак�
тором в регуляции биогенеза бежевой жировой
ткани при системном действии лираглутида яв�
ляется ответ гипоталамо�гипофизарной систе�
мы, который способен регулировать термогенез
[36–38]. Тем не менее некоторые работы пока�
зывают активацию белой адипогенной диффе�
ренцировки преадипоцитов 3T3�L1 в ответ на
действие лираглутида и ГПП�1 [16–17]. Стоит
отметить тот факт, что данные работы выполне�
ны в несколько иной модели адипогенной диф�
ференцировки, которая не включает в себя ис�
пользование розиглитазона. Использование ро�
зиглитазона способствует сильной индукции
адипогенной дифференцировки и может ниве�
лировать возможный эффект лираглутида на бе�
лый адипогенез. В рамках обсуждения отсут�
ствия эффекта лираглутида на экспрессию
UCP�1 в условиях бежевой адипогенной диффе�
ренцировки можно предположить максималь�
ный эффект индукционной среды для бежевых
адипоцитов в повышении экспрессии UCP�1, и

наблюдаемый уровень экспрессии является
максимальным для данных условий. 

Переходя к обсуждению экспрессионных
эффектов локального действия лираглутида на
киназы Erk и JNK (рис. 5), стоит отметить воз�
можное локальное промитогенное и защитное
(pro�survival) действие (Erk) и противовоспали�
тельное действие (JNK) лираглутида. Действи�
тельно, в некоторых работах отмечается проми�
тогенное действие лираглутида и ГПП�1 через
активацию киназы Erk, данный эффект просле�
жен на различных типах клеток [40–41]. Сущест�
вуют данные и о противовоспалительном
действии лираглутида и ГПП�1, однако эти дан�
ные получены на животных моделях. Было про�
демонстрировано, что нативный ГПП�1 при ги�
перэкспрессии в жировой ткани снижает сте�
пень ожирения и инфильтрации жировой ткани
макрофагами, а также способствует противовос�
палительной поляризации макрофагов [42–43].
Однако стоит понимать, что в данных работах
речь идет скорее о системном действии лираглу�
тида, первые данные о локальном противовоспа�
лительном действии получены в нашей работе. 

Несмотря на многие факты, указывающие
на центральное действие ГПП�1 и его аналогов
как на основной механизм регуляции гомеоста�
за жировой ткани, в нашей работе был отмечен
очень существенный момент относительно пря�
мого действия ГПП�1 на адипоциты. Лираглу�
тид способен существенно активировать экс�
прессию участников инсулинового каскада и
способствовать поглощению глюкозы подкож�
ной жировой тканью. Данные результаты согла�
суются с работой Gao et al. [44], где была проде�
монстрирована регуляция инсулиновой сигна�
лизации адипоцитов с помощью ГПП�1 через
экспрессионные эффекты на инсулиновый ре�
цептор, IRS�1 и инсулин�зависимый глюкоз�
ный транспортер GLUT4, однако находки, свя�
занные с изменением инсулин�стимулирован�
ного захвата глюкозы, экспрессии GLUT4 и
аденилатциклаза�зависимым характером дан�
ных изменений являются новыми. 

В работе убедительно показан рост инсу�
лин�зависимого поглощения глюкозы при пря�
мом действии лираглутида на зрелые адипоциты
3T3�L1. Интересен вопрос о дальнейшей судьбе
данной глюкозы. Согласно нашим результатам,
глюкоза не трансформировалась напрямую в за�
пасную форму энергии (в липиды), так как ни
количество адипоцитов, ни суммарное содержа�
ние в них липидов не изменились (рис. 1, а–в).
Возможным ответом может являться обнару�
женный рост экспрессии UCP�1 – разобщаю�
щего белка митохондрий и основного участника
процесса термогенеза, который способен сжи�
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гать энергетические запасы клетки. Можно
предположить, что повышение инсулин�зави�
симого поглощения глюкозы зрелыми адипоци�
тами 3T3�L1 в присутствии лираглутида связано
с активацией процессов термогенеза и сжигания
нутриентов под действием лираглутида. 

Механизмы экспрессионных эффектов ли�
раглутида на жировую ткань были исследованы в
предыдущих работах, однако консенсусного
мнения по данному вопросу в настоящее время
не существует. Безусловно, центральным эффек�
тором регуляции экспрессии в поджелудочной
железе является транскрипционный фактор
CREB [22–24]. В предыдущих работах был про�
демонстрирован трехкратный рост концентра�
ции цАМФ в адипоцитах под влиянием ГПП�1,
что косвенно подтверждает цАМФ�зависимый
механизм действия ГПП�1 на адипоциты [18].
Также было продемонстрировано, что добавле�
ние ингибитора цАМФ�зависимой протеинки�
назы (PKA) блокирует ГПП�1�стимулируемые
изменения экспрессии синтазы жирных кислот и
активацию транскрипционного фактора CREB в
составе зрелых адипоцитов 3T3�L1 [17]. Однако
стоит отметить, что транскрипционный фактор
CREB может работать не только как гомодимер,
но и образуя активный гомодимер с транскрип�
ционными факторами ATF, поэтому стоит пони�
мать возможную вовлеченность других тран�
скрипционных факторов семейства CREB/ATF в
реализацию физиологических эффектов лираг�
лутида [45]. Полученные нами данные о адени�
латциклаза�зависимых экспрессионных эффек�
тах лираглутида подтверждают участие аденилат�
циклаза�зависимого PKA�CREB сигнального
каскада в реализации экспрессионных эффектов
лираглутида при локальном действии на подкож�
ную жировую ткань.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммируя результаты проделанной работы,
следует отметить, что синтетический аналог
ГПП�1 лираглутид оказывает позитивное пря�
мое действие на зрелые адипоциты, стимулируя
их инсулиновую чувствительность, а также об�
ладая промитогенным и антивоспалительным
действиями. Данные эффекты реализуются че�
рез аденилатциклазу и, по�видимому, через
РКА–CREB сигнальный каскад. Синтетичес�
кий аналог ГПП�1, лираглутид, не демонстри�
рует существенного прямого действия как на
биогенез термогенных адипоцитов, так и на
процесс биогенеза белых адипоцитов. Получен�
ные результаты свидетельствуют о позитивном
антидиабетическом локальном эффекте лираг�
лутида, однако механизмы регуляции термоге�
неза и запасания липидов, по�видимому, реали�
зуются в большей степени через системное
действие лираглутида. 
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Incretin hormones analogues, including glucagon�like peptide type 1 (GLP�1), have complex glucose�lowering,
anorexigenic and cardioprotective action. Mechanisms of GLP�1 and its analogues action are well known for pan�
creatic β�cells, hepatocytes and other tissues. Nevertheless, effects of GLP�1 and its analogues during local action in
adipose tissue remain unclear. In the present work we have performed the evaluation of GLP�1 synthetic analogue
liraglutide on adipogenesis and insulin sensitivity of 3T3�L1 adipocytes. Methods: In our work we have performed
white and beige adipogenic differentiations during 10 days with or without 100 nM of liraglutide. Differentiation
results were estimated by phase contrast microscopy and optical density of OilRedO extract. Then activation and
expression of kinases Erk and JNK were evaluated in dependent of incubation time with liraglutide by Western blot�
ting. For further understanding of liraglutide action mature adipocytes treated by adenylate cyclase inhibitor
SQ22536. Hereinafter we have estimated insulin sensitivity of mature adipocytes by Western blotting and insulin�
dependent glucose uptake. Results: During our work we have shown the absence of any significant influences of
liraglutide on beige adipogenic differentiation of 3T3�L1 preadipocytes. It’s worth noting that in white adipocytes
liraglutide statistically significant increases UCP�1 expression. The investigation of pro�mitogenic kinase Erk and
pro�inflammatory kinase JNK activities during liraglutide action has shown stimulation of Erk activation with
absence of any effects on JNK activation. Simultaneous treatment of cells by liraglutide and adenylate cyclase
inhibitor SQ22536 has caused suppression of Erk expression and activation of JNK expression which testify about
adenylate cyclase participation in pro�mitogenic and anti�inflammatory liraglutide actions. Liraglutide stimulates
expression of insulin receptor substrate IRS�1 and Akt kinase and also enhances glucose uptake by adipocytes and
GLUT4 expression. All these effects were resolved under SQ22536 treatment. Conclusions: In present work it has
shown enhancing of insulin sensitivity of mature adipocytes by GLP�1 synthetic analogue liraglutide which was medi�
ated by adenylate cyclase. Liraglutide have not shown any significant action on beige adipogenesis, but have enhanced
UCP�1 expression in white adipocytes. Obtained results testify about positive insulin�sensitizing direct effect of
liraglutide on mature adipocytes.

Keywords: insulin resistance, adipocyte, GLP�1, incretins


