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Ожирение и латентное воспаление в жировой ткани вносят ключевой вклад в возникновение инсулиновой
резистентности (ИР) и развитие диабета 2 типа. Мы исследовали возможность использования интерлейки!
на!4 (ИЛ!4) для активации противовоспалительной сигнализации и восстановления чувствительности к
инсулину в культивируемых адипоцитах 3T3!L1. Активность ключевых компонентов инсулинового каскада
оценивали с помощью иммуноблоттинга с использованием фосфоспецифичных антител к субстрату инсу!
линового рецептора IRS!1 (остаток Tyr!612), Akt (остатки Thr!308 и Ser!473), и белка AS!160 (160 кДа
субстрата Akt, регулирующего выход глюкозного транспортера GLUT4 на плазматическую мембрану, оста!
ток Ser!318). ИР вызывали путем обработки зрелых адипоцитов конъюгатом пальмитиновой кислоты с аль!
бумином, что достоверно снижало уровень фосфорилирования всех этих белков по указанным остаткам.
Введение ИЛ!4 в среду индукции ИР приводило к дозозависимому усилению способности инсулина стиму!
лировать фосфорилирование IRS!1, Akt и AS!160. ИЛ!4 полностью восстанавливал активацию инсулино!
вого каскада при оптимальной концентрации 50 нг/мл. В этой концентрации ИЛ!4 не оказывал влияния на
активность инсулинового каскада в контрольных адипоцитах без индуцированной ИР, а также на уровень
экспрессии мРНК генов!маркеров адипогенеза GLUT4 и PPARγ и накопление нейтральных липидов в ади!
поцитах. Эти результаты означают, что ИЛ!4 имеет потенциал для восстановления инсулиновой чувстви!
тельности в адипоцитах, и механизм действия ИЛ!4 не связан с адипогенной дифференцировкой и форми!
рованием новых жировых депо.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инсулиновая резистентность, интерлейкин!4, воспаление.

Ожирение и сахарный диабет 2!го типа явля!
ются важными причинами инвалидизации и
смертности населения в современном мире.
Ожирение провоцирует латентное воспаление
жировой ткани, вызывая гипертрофию адипо!
цитов и возникновение гипоксических условий
[1], а также активируя окислительный стресс и

стресс эндоплазматического ретикулума в ответ
на избыточное поступление питательных ве!
ществ [2, 3]. Эти опосредованные воздействия, а
также прямая стимуляция TLR!4 и TLR!зависи!
мой воспалительной сигнализации жирными
кислотами в адипоцитах ведут к активации
транскрипции и экспрессии провоспалитель!
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МОДЕЛИ ЛИПИД�ИНДУЦИРОВАННОЙ ИНСУЛИНОВОЙ

РЕЗИСТЕНТНОСТИ*

© 2018    Ю.С. Стафеев1,2**, С.С. Мичурина1,3, Н.В. Подкуйченко1,3, 
А.В. Воротников1,4*, М.Ю. Меньшиков1, Е.В. Парфенова1,2

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : GLUT4 – глюкозный транспортер 4 типа; IKK – IkB киназа; IRS!1 – субстрат инсулиново!
го рецептора 1 типа; Akt ! протеинкиназа В; TLR – толл!подобные (toll!like) рецепторы; БСА!ПК – конъюгат бычьего сы!
вороточного альбумина (БСА) и пальмитиновой кислоты (ПК); ИЛ!4 – интерлейкин 4; ИР – инсулиновая резистентность,
ПЦР – полимеразная цепная реакция; PDK1 – фосфоинозитид!зависимая киназа; AS160 – Akt!субстрат c молекулярной
массой 160 кДа; FBS – эмбриональная бычья сыворотка; PPARγ – peroxisome proliferator activated receptor type γ.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio. msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM 17!398, 00.00.2018.
** Адресат для корреспонденции.



ИЛ!4 ВОССТАНАВЛИВАЕТ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К ИНСУЛИНУ

ных цитокинов. Действуя аутокринно в жиро!
вой ткани, эти цитокины поддерживают латент!
ное воспаление [4–6].

Воспалительная компонента вносит значи!
тельный вклад в развитие инсулиновой резисте!
нтности (ИР) [7], в т.ч. ИР в жировой ткани [8].
Связь между воспалением и ИР регулярно подт!
верждается как в экспериментальных, так и в кли!
нических исследованиях. Противовоспалитель!
ная терапия используется в клинической практи!
ке, и ее основная стратегия направлена на подав!
ление воспалительной сигнализации в клетках за
счет применения антагонистов рецепторов про!
воспалительных цитокинов (анакинра, этанер!
цепт и т.д.) или неспецифических противовоспа!
лительных препаратов (салицилаты). Однако ма!
ло внимания уделяется противоположному под!
ходу – активации противовоспалительной сигна!
лизации. В плане терапевтического применения
для этого лучше всего подходят природные аго!
нисты противовоспалительных рецепторов – ци!
токины противовоспалительного действия (ИЛ!
4, ИЛ!13 и другие). Первые работы в этой области
появились в 2010 г. и сейчас активно продолжают!
ся [9, 10]. Данная работа направлена на изучение
возможности восстановления активности инсу!
линовой сигнализации с помощью противовос!
палительного цитокина ИЛ!4 в модели экспери!
ментальной ИР в линейных адипоцитах 3Т3L1.

Рецептор инсулина представляет собой клас!
сический тирозинкиназный рецептор, сопря!
женный с несколькими сигнальными системами
клетки [8]. Его особенностью является использо!
вание в качестве непосредственного субстрата
белка IRS и его основной изоформы IRS!1. Тиро!
зиновое фосфорилирование IRS!1 рецептором
инсулина запускает передачу сигнала внутрь
клетки, в т.ч. по основному инсулиновому каска!
ду, который находится в фокусе данной работы.
Этот каскад включает последовательную переда!
чу сигнала от IRS!1, фосфорилированного по
нескольким остаткам тирозина, включая Tyr!612,
к PI3!киназе, образованию фосфатидилинозитол!
3,4,5!трисфосфата (PIP3), активации фосфои!
нозитид!зависимой киназы (PDK1) и PDK1!
зависимому фосфорилированию протеинкиназы
В (Akt) по остатку Thr!308, который критичен
для активации Akt [8]. Полная активация Akt тре!
бует дополнительного фосфорилирования по ос!
татку Ser!473, которое также зависит от PI3!ки!
назы. В числе многих субстратов Akt фосфорили!
рует Akt!субстрат c массой 160 кДа (белок AS160),
вызывая выход инсулинзависимого транспортера
глюкозы GLUT4 на плазматическую мембрану.
Таким путем инсулин активирует транспорт глю!
козы из кровотока в адипоциты и мышечные
клетки, которые содержат GLUT4.

ИР характеризуется как нарушение способ!
ности инсулина стимулировать тирозиновое
фосфорилирование IRS!1 и активацию инсули!
нового каскада. Считается, что это происходит в
ответ на фосфорилирование IRS по остаткам се!
рина, которое нарушает фосфорилирование IRS
по тирозинам. Сериновое фосфорилирование
IRS запускается вследствие разных причин, и
активация воспалительных механизмов рас!
сматривается как одна из основных [5–8]. В ре!
зультате ИР уменьшается инсулинзависимое
фосфорилирование AS160, снижается выход
GLUT4 на плазматическую мембрану, и транс!
порт глюкозы в клетки, что ведет к развитию ги!
пергликемии и сахарного диабета 2!го типа. Та!
ким образом, антивоспалительная терапия мо!
жет рассматриваться в качестве превентивного
подхода в профилактике диабета 2!го типа.

ИЛ!4 представляет собой цитокин плейот!
ропного действия. Его продуцируют в основном
активированные Т!лимфоциты, остальной вклад
в общую концентрацию вносят макрофаги и эо!
зинофилы. Действуя аутокринно через актива!
цию транскрипционного фактора STAT6, ИЛ!4
вызывает противовоспалительную поляриза!
цию (дифференцировку) макрофагов и форми!
рование альтернативного противовоспалитель!
ного фенотипа Т!лимфоцитов [11]. Изменение
баланса иммунных клеток в сторону противо!
воспалительного фенотипа должно иметь важ!
ные последствия для жировой ткани, в которой
латентное воспаление играет ключевую роль в
формировании ИР. Таким образом, ИЛ!4 можно
рассматривать как потенциальный фармакологи!
ческий агент для терапии ИР в жировой ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общий дизайн исследования. Работу проводи!
ли на стандартной модели культивируемых пре!
адипоцитов мыши 3T3!L1, имеющих фиброб!
ластоподобную морфологию. Клетки 3T3!L1
подвергали адипогенной дифференцировке в те!
чение 10 дней. Полноту дифференцировки конт!
ролировали на 10!й день по окраске клеток ли!
пофильным красителем OilRedO. В дифферен!
цированных адипоцитах вызывали ИР с по!
мощью пальмитиновой кислоты в присутствии
трех различных концентраций ИЛ!4 (25, 50 и
100 нг/мл), время действия ИЛ!4 составляло 24 ч.

Для оценки чувствительности к инсулину
клетки стимулировали инсулином в концентра!
ции 100 нМ в течение 20 мин. Активацию инсу!
линового каскада определяли с помощью вес!
терн!блоттинга по инсулинзависимому возрас!
танию активационного фосфорилирования ос!
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СТАФЕЕВ  и  др.

новных участников инсулиновой сигнализации –
субстрата инсулинового рецептора 1 типа (IRS!1),
Akt!киназы и белка AS160 – Akt!субстрата с мо!
лекулярной массой 160 кДа. После выбора оп!
тимальной действующей концентрации ИЛ!4
изучали ее влияние на адипогенную дифферен!
цировку преадипоцитов 3T3!L1. Для этого клет!
ки дифференцировали по стандартному прото!
колу в присутствии оптимальной концентрации
ИЛ!4 или без него и сравнивали по накоплению
в них нейтральных липидов и экспрессии генов!
маркеров адипогенной дифференцировки.

Материалы. Для культивирования клеток
3Т3!L1 использовали DMEM с высокой кон!
центрацией глюкозы (4,5 г/л, «Панэко», Россия,
кат. № С420п), эмбриональную бычью сыворот!
ку (FBS, «Gibco», США, кат. №10082147), L!глу!
тамин и пенициллин/стрептомицин («Gibco»,
США). Для адипогеной дифференцировки пре!
адипоциты 3Т3L1 предкультивировали с сыво!
роткой новорожденных телят (NBCS, «Gibco»,
США, кат. № 26010074) и дифференцировали в
присутствии инсулина, изобутилметилксантина,
дексаметазона и розиглитазона («Sigma Aldrich»,
США). Полноту дифференцировки оценивали
по окраске клеток липофильным красителем
OilRedO («Merck Millipore», США).

Для ПЦР в реальном времени использовали
прибор Applied Biosystems StepOnePlus (США) и
набор реагентов с красителем SYBRGreen
(«Синтол», Россия). Тотальную РНК выделяли
из адипоцитов, используя набор RNEasy Mini
Kit (Quiagen, США). Синтез кДНК проводили с
помощью набора RevertAid H Minus First Strand
cDNA («Thermo Fisher Scientific», США). Для
амплификации кДНК использовали праймеры
(«Евроген», Россия), представленные в таблице.

Для иммуноблоттинга использовали антитела
к фосфо!Tyr612 в IRS!1 (44816, «Thermo Fisher
Scientific», США); антитела к IRS!1 (#3407),
фосфо!Thr308 в Akt (#9275), фосфо!Ser473 в Akt
(#4060), фосфо!Ser318 в AS160 (#8619), AS160
(#2670) («Cell Signaling», США); антитело к Akt
(ab64148) и вторичное антитело к IgG кролика,

конъюгированное с пероксидазой хрена (ab6721,
оба «Abcam», Великобритания).

Культивирование и дифференцировка преади�
поцитов 3T3�L1. Мышиные преадипоциты 3T3!
L1 были приобретены в ATCC. Клетки культи!
вировали в среде DMEM, содержавшей 4,5 г/л
глюкозы, 2 мМ L!глутамина, по 6 × 104 ед/л пе!
нициллина и стрептомицина, а также 10% FBS.

Адипогенную дифференцировку проводили
по протоколу Zebisch et al. [12]. Кратко, преади!
поциты 3T3!L1 культивировали до конфлюэнт!
ности ~90% в среде DMEM, после чего на следу!
ющие 2 дня среду заменяли на DMEM, содер!
жавшую 10% сыворотки новорожденных телят
(NBCS) вместо FBS, (0–2 дни дифференциров!
ки). На 3!й день среду меняли на DMEM, содер!
жавшую 10% FBS, 0,5 мМ дексаметазона, 0,25 мкМ
изобутилметилксантина, 2 мкМ розиглитазона
и 1 мкг/мл инсулина. Через 2 дня (5!й день) сре!
ду меняли на DMEM, содержавшую 10% FBS и
1 мкг/мл инсулина. В этой среде клетки находи!
лись еще 2 дня (5–7 дни дифференцировки),
после чего их переводили в исходную среду
DMEM. С 10!го дня клетки использовали для
экспериментов или фиксировали с помощью
4%!ного формальдегида и в течение часа окра!
шивали липофильным красителем OilRedO.

Моделирование липид�индуцируемой инсули�
новой резистентности. В качестве классического
индуктора ИР при имитации высокожировой
диеты использовали конъюгат пальмитиновой
кислоты с бычьим сывороточным альбумином
(БСА!ПК). В таком виде БСА поддерживает
растворимость пальмитиновой кислоты и ее
поглощение клетками. Конъюгаты БСА!ПК го!
товили по протоколу Svedberg et al. [13], смеши!
вая 0,2 М раствор пальмитиновой кислоты в
96%!ном этаноле с 20%!ным раствором БСА в
буфере Кребса–Рингера (120 мМ NaCl, 5 мМ KCl,
1,1 мМ MgCl2 × 6H2O, 25 мМ NaHCO3, pH 7,4)
в соотношении 1 : 25, осторожно перемешивая в
течение 1 ч и контролируя pH смеси равным 7,4.

Зрелые адипоциты 3T3!L1 депривировали от
сыворотки в течение 24 ч в среде DMEM (1 г/л
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Мишень

GLUT4

PPARγ

GAPDH

Праймеры для ПЦР в реальном времени

обратный

ACTAAGAGCACCGAGACCAAC

GCAGCAGGTTGTCTTGGATG

TGGGTGGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT

прямой

AGAGAGAGCGTCCAATGTCC

TCTCAGAGGGCCAAGGATTC

CGACTTCAACAGCAACTCCCACTCTTCC

Последовательности праймеров (5'–3')
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глюкозы, 2 мМ L!глутамина, по по 6 × 104 ед/л
пенициллина и стрептомицина), содержавшей
0,1% БСА. После этого к клеткам добавляли
конъюгат БСА!ПК до концентрации 300 мкМ
по пальмитиновой кислоте. Далее клетки куль!
тивировали 24 ч в той же среде и стимулировали
добавлением 100 нМ инсулина в течение 20 мин.
Среду аспирировали, клетки трижды промыва!
ли холодным фосфатно!солевым буфером и ли!
зировали на льду в RadioImmuno Precipitation
Assay!буфере (150 мМ NaCl, 1% Triton X!100,
0,5% дезоксихолата натрия, 0,1% SDS, 50 мМ
Tris!HCl, рН 8,0) с ингибиторами протеаз
(cOmplete Tablets EASYpack, «Roche», Швейца!
рия) и фосфатаз (10 мМ глицерофосфата нат!
рия, 20 мМ пирофосфата натрия, 10 мМ фтори!
да натрия, 1 мМ ортованадата натрия). Лизаты
центрифугировали 10 мин при 16 000 g и собира!
ли, осторожно отделяя от осадка и флотирую!
щих липидов.

Иммуноблоттинг. Клеточные лизаты разделя!
ли с помощью Ds!Na!ПААГ!электрофореза по
методу Лэммли [14]. Электроперенос белков про!
водили на поливинилиденфторидные (PVDF)
мембраны в режиме 1 Ампер!час. Мембраны
блокировали не менее 2 ч в растворе 5%!ного
обезжиренного молока («AppliСhem», Герма!
ния) в Tris buffer solution с Tween20 (TBST) и пос!
ледовательно обрабатывали первичными и вто!
ричными антителами в TBST и 1%!ном молоке,
в разведениях, предложенных производителем.
Белковые полосы визуализовали с использова!
нием хемилюминесценции и реагентов Clarity
ECL («Bio!Rad», США), а также гель!докумен!
тирующей системы Vilber Lourmat FusionX
(Франция) в накопительном режиме. Для коли!
чественной денситометрии использовали прог!
рамму GelAnalyzer2010. Результаты представля!
ли в виде гистограмм с параметром «Стимуля!
ция фосфорилирования по активационному ос!
татку», который отражает, как выросло фосфо!
рилирование активационного остатка исследуе!
мого белка в ответ на стимуляцию инсулином.
Для этого вычисляли относительный уровень
фосфорилирования данного белка (фосфорили!
рованная форма исследуемого белка/общий ис!
следуемый белок) до и после стимуляции клеток
инсулином. Каждое из полученных таким обра!
зом значений дополнительно нормировали на
белок!контроль нагрузки (обычно винкулин).
После этого рассчитывали соотношение этих
значений для стимулированных к нестимулиро!
ванным образцам.

ПЦР в реальном времени. Дифференциро!
ванные адипоциты 3T3!L1 лизировали в RLT!
буфере набора RNEasy («Qiagen», США) и выде!
ляли тотальную РНК по инструкции произво!

дителя. Концентрацию и чистоту РНК конеч!
ной фракции определяли спектрофотометри!
чески на микрообъемном спектрофотометре
NanoDrop 2000 («Thermo Fisher Scientific»,
США). Cинтез кДНК проводили с использова!
нием тотальной фракции РНК и набора реакти!
вов RevertAid H Minus First Strand cDNA
(«Thermo Fisher Scientific», США), согласно
инструкции производителя. В реакции брали по
1 мкг тотальной РНК, поэтому общее количест!
во кДНК в пробах считали одинаковым.

Окраска нейтральных липидов липофильным
красителем OilRedO. Для визуализации зрелых
адипоцитов, клетки 3T3!L1 окрашивали краси!
телем OilRedO на 10!й день дифференцировки.
Для этого клетки фиксировали в течение 30 мин
в 4%!ном растворе формальдегида и трижды
промывали фосфатно!солевым буфером. Затем
клетки окрашивали в течение 50 мин раствором
красителя OilRedO и дважды промывали деио!
низованной водой. После аспирации красителя
проводили световую микроскопию с использо!
ванием микроскопа AxioVert 200 («Carl Zeiss»,
Германия). После этого OilRedO экстрагировали
из клеток с помощью изопропанола, экстракт
спектрофотометрировали при длине волны 600 нм
с использованием спектрофотометра Eppendorf
BioPhotometer («Eppendorf», Германия).

Статистический анализ. Статистическую об!
работку полученных данных проводили с по!
мощью MS Excel 2007. Результаты представляли
в гистограммах как средние значения ± станда!
ртные отклонения. Для расчета достоверности
различий использовали двухвыборочный Т!кри!
терий с различной дисперсией выборок, принимая
достоверными различия с вероятностью р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

ИЛ�4 восстанавливает активирующее фосфо�
рилирование IRS�1 в условиях липид�индуциро�
ванной ИР. Прежде всего, мы определили, как
ИЛ!4 влияет на первые этапы инсулиновой сиг!
нализации в стандартной модели липид!инду!
цированной ИР. Чтобы вызвать ИР, зрелые ади!
поциты 3T3!L1 обрабатывали конъюгатом БСА!
ПК и с помощью вестерн!блоттинга определя!
ли, во сколько раз инсулин стимулирует фосфо!
рилирование Tyr!612 в IRS!1. На рис. 1 показа!
но, что в нормальных условиях инсулин в ~3 ра!
за стимулирует фосфорилирование IRS!1, но
практически не влияет на это фосфорилирова!
ние в клетках, обработанных БСА!ПК (p = 0,02
по сравнению с контролем без БСА!ПК). Эти
результаты означают, что БСА!ПК эффективно
вызывает ИР в адипоцитах 3T3!L1.

БИОХИМИЯ  том  83  вып.  5  2018

665



СТАФЕЕВ  и  др.

Активация воспалительного каскада счита!
ется важным механизмом развития ИР в услови!
ях жировой перегрузки. Для того чтобы выяс!
нить возможность восстановления активации
инсулинового каскада в условиях ИР, мы иссле!
довали влияние противовоспалительного цито!
кина ИЛ!4. В концентрации 25 нг/мл ИЛ!4 не ока!
зывал статистически значимого эффекта (p = 0,3),
но в концентрации 50 нг/мл ИЛ!4 значимо вос!
станавливал инсулинзависимое фосфорилиро!
вание IRS!1 по тирозину!612 (p = 0,014) (рис. 1,
а и б). Дальнейшее повышение концентрации
ИЛ!4 в среде роста клеток (до 100 нг/мл) оказы!
вало обратный эффект, снижая стимулирующее
действие инсулина на фосфорилирование Tyr!612
в IRS!1 (рис. 1, б). Хотя механизм этого сниже!
ния остается неясным, представленные резуль!
таты означают, что в концентрации 50 нг/мл
ИЛ!4 эффективно восстанавливает способность
инсулина стимулировать фосфорилирование
IRS!1 в адипоцитах 3T3!L1 в условиях экспери!
ментальной липид!индуцированной ИР.

ИЛ�4 восстанавливает активирующее фосфо�
рилирование Akt в условиях липид�индуцирован�
ной ИР. Для того чтобы выяснить, как ИЛ!4
влияет на активность промежуточных этапов
передачи инсулинового сигнала, мы исследова!
ли фосфорилирование Akt по обоим активаци!
онным остаткам. На рис. 2, а и б показаны изме!
нения фосфорилирования Akt по остатку Thr!
308, наиболее критичному для активации Akt. В
нормальных условиях инсулин стимулировал
это фосфорилирование в 6 раз, тогда как в усло!
виях липид!индуцированной ИР стимуляция сни!

жалась до 4!кратной (p < 0,001). На рис. 2, в и г
показаны изменения фосфорилирования Akt по
дополнительному активационному остатку Ser!473.
В этом случае стимуляция инсулином была
8–9!кратной в контроле и снижалась до двукрат!
ной в условиях ИР (p < 0,001). В совокупности
эти результаты показывают, что способность ин!
сулина активировать PI3!киназный каскад и
фосфорилирование его главной мишени, кина!
зы Akt, существенно снижается в условиях ИР.

В условиях липид!индуцированной ИР ИЛ!4
оказывал активирующее воздействие на фосфо!
рилирование Akt как по остатку Thr!308 (рис. 2,
а и б), так и по остатку Ser!473 (рис. 2, в и г). При
этом эффект ИЛ!4 был неравномерным. Так, в
низких концентрациях ИЛ!4 (25 нг/мл) фор!
мально рассчитанная стимуляция фосфорили!
рования Akt инсулином была существенно ниже,
чем в отсутствие ИЛ!4, и не превышала 1,5 раз.
Однако ИЛ!4 усиливал как базальное, так и ин!
сулинзависимое фосфорилирование Akt так, что
различия между этими значениями практически
исчезали. Вероятно, эти значения отражают
максимальный уровень фосфорилирования Akt.
Напротив, при более высоких концентрациях
(50 и 100 нг/мл), ИЛ!4 не изменял базального
фосфорилирования Akt, но усиливал инсулин!
зависимое фосфорилирование Akt предположи!
тельно до максимального уровня, т.е. сопостави!
мого с таковым в контроле без ИР (рис. 2, а и в).
Как следствие, в условиях ИР ИЛ!4 полностью
восстанавливал стимуляцию фосфорилирова!
ния Thr!308 инсулином до нормального уровня
без ИР (рис. 2, б) и увеличивал стимуляцию
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Рис. 1. ИЛ!4 усиливает инсулинзависимое фосфорилирование IRS!1 по тирозину!612 в адипоцитах 3Т3!L1 в условиях
экспериментальной липид!индуцированной ИР. а – Репрезентативные результаты вестерн!блоттинга; б – результаты ста!
тистического анализа стимуляции фосфорилирования IRS!1 по Tyr!612 инсулином в трех независимых экспериментах.
Индукцию ИР с помощью БСА!ПК проводили в течение суток в отсутствие или в присутствии указанных концентраций
ИЛ!4 в клеточной среде, как описано в разделе «Методы исследования»
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фосфорилирования Ser!473 инсулином в ~2 ра!
за (рис. 2, г). В концентрации 50 нг/мл ИЛ!4 не
изменял профиля фосфорилирования Akt в от!
сутствие ИР (рис. 2, а и в, справа).

Таким образом, ИЛ!4 восстанавливает спо!
собность инсулина активировать PI3!киназный
каскад и фосфорилирование Akt в условиях ли!
пид!индуцированной ИР в адипоцитах 3T3!L1.
Концентрация 50 нг/мл ИЛ!4 является опти!
мальной для развития максимального эффекта.

ИЛ�4 восстанавливает Akt�зависимое фосфо�
рилирование AS160 в условиях липид�индуциро�
ванной ИР. Фосфорилируя AS160, Akt запускает
выход инсулинзависимого глюкозного транс!
портера GLUT4 на клеточную мембрану и
транспорт глюкозы в клетки. Анализ фосфори!
лирования ключевого остатка Ser!318 в AS160
показал, что в адипоцитах 3T3!L1 инсулин сти!
мулирует его фосфорилирование лишь незначи!

тельно (в 1,2 раза, рис. 3). Это может быть связа!
но с наличием нескольких участков, фосфори!
лируемых Akt в AS160 и имеющих разную
чувствительность к инсулину [15–16]. Однако в
условиях ИР стимуляция фосфорилирования
Ser!318 инсулином нарушалась и достоверно
снижалась в ~2 раза (p = 0,04) (рис. 3, б).

В условиях экспериментальной ИР ИЛ!4
усиливал инсулинзависимое фосфорилирование
Ser!318 в AS160, не повышая базального фосфо!
рилирования этого остатка (рис. 3, а). В присут!
ствии 25 и 50 нг/мл ИЛ!4 инсулин стимулировал
фосфорилирование AS160 в ~1,5 раза, что выше
контрольных значений в отсутствие ИР (рис. 3, б).
В концентрациях 25 и 50 нг/мл эффект ИЛ!4
был статистически значимым по сравнению с
контролем без ИР (p = 0,03 и р < 0,01 соответ!
ственно), тогда как в концентрации 100 нг/мл
эффект ИЛ!4 был недостоверным (p = 0,09).
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Рис. 2. ИЛ!4 восстанавливает инсулинзависимое фосфорилирование Akt в адипоцитах. 3Т3!L1 в условиях липид!индуци!
рованной ИР. а и б – Изменения уровня фосфорилирования Akt по остатку Thr!308: а – репрезентативный иммуноблот!
тинг; б – результаты статистического анализа стимуляции фосфорилирования Akt по Thr!308 в трех независимых экспе!
риментах; в и г – изменения уровня фосфорилирования Akt по остатку Ser!473: в – репрезентативный иммуноблоттинг;
г – результаты статистического анализа стимуляции фосфорилирования Akt по Ser!473 в трех независимых экспериментах
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В отсутствие ИР обработка клеток ИЛ!4 в кон!
центрации 50 нг/мл не изменяла профиля фосфо!
рилирования AS160 по остатку Ser!318 (рис. 3, а,
справа).

Таким образом, ИЛ!4 восстанавливает спо!
собность инсулина активировать инсулин! и
Akt!зависимое фосфорилирование AS160 в усло!
виях липид!индуцированной ИР в адипоцитах
3T3!L1. При этом концентрации 25 и 50 нг/мл
ИЛ!4 являются достаточными для развития
максимального эффекта.

ИЛ�4 не влияет на накопление нейтральных
липидов адипоцитами 3T3�L1. Известно, что
действие ряда антидиабетических препаратов
(тиазолидиндионы, метформин), восстанавли!
вающих чувствительность жировых клеток к ин!
сулину, связано с формированием новых жиро!
вых депо за счет активации адипогенной диффе!
ренцировки клеток!предшественников [17].
Поэтому мы исследовали как ИЛ!4 влияет на
адипогенную дифференцировку преадипоцитов
3T3!L1. Для этого клетки дифференцировали
стандартно в присутствии 50 нг/мл ИЛ!4 или без
него. Степень дифференцировки определяли на
10!й день, окрашивая жировые капли липо!
фильным красителем OilRedO и далее экстраги!
руя краситель изопропанолом для количествен!
ной оценки.

По данным световой микроскопии ИЛ!4 в
концентрации 50 нг/мл не вызывал накопления
нейтральных липидов в культуре преадипоцитов
(рис. 4, а и б). К 10!му дню дифференцировки
около 80% клеток 3T3!L1 содержали нейтраль!
ные липиды, окрашиваемые OilRedO, независи!
мо от того, присутствовал ли ИЛ!4 в среде роста

на протяжении всего срока дифференцировки
или нет (рис. 4, в и г). Количественный анализ
экстрагированного из клеток OilRedO также не
выявил различий между клетками, дифферен!
цированными в присутствии OilRedO или без
него (рис. 4, д). Вместе с тем преадипоциты,
культивированные без индукции дифференци!
ровки в течение 10 дней, содержали в 2 раза
меньше липофильного красителя, чем клетки
после адипогенной дифференцировки (рис. 4, д,
контроль). Эти результаты означают, что ИЛ!4
не стимулирует накопления нейтральных липи!
дов в клетках 3T3!L1, по крайней мере, в конце!
нтрации 50 нг/мл. По!видимому, это связано с
тем, что ИЛ!4 не способен стимулировать ади!
погенную дифференцировку.

ИЛ�4 незначительно ослабляет экспрессию
GLUT4 и не влияет на экспрессию PPARг. Для то!
го чтобы доказать неспособность ИЛ!4 вызы!
вать или влиять на скорость адипогенной диф!
ференцировки, мы определили уровень мРНК
генов!маркеров адипогенеза GLUT4 и PPARγ
(peroxisome proliferator activated receptor type γ) в
процессе адипогенной дифференцировки кле!
ток 3T3!L1, проведенной в присутствии 50
нг/мл ИЛ!4 или без него.

Как и ожидалось, экспрессия генов GLUT4 и
PPARγ значительно возрастала, начиная с 6!го
дня адипогенной дифференцировки клеток
3T3!L1 (рис. 5). Однако мы не обнаружили су!
щественных различий в содержании мРНК
GLUT4 (рис. 5, а) или PPARγ (рис. 5, б) между
клетками, дифференцированными в присут!
ствии 50 нг/мл ИЛ!4 или без него. Лишь на 10!й
день удалось обнаружить незначительное, но
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Рис. 3. ИЛ!4 усиливает инсулинзависимое фосфорилирование AS160 по серину!318 в адипоцитах 3Т3!L1 в условиях ли!
пид!индуцированной ИР. а – Репрезентативные результаты вестерн!блоттинга; б – результаты статистического анализа
стимуляции фосфорилирования AS160 по Ser!318 инсулином в трех независимых экспериментах
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Рис. 4. ИЛ!4 не влияет на адипогенную дифференцировку преадипоцитов 3T3!L1. а–г – Фазово!контрастная микроско!
пия культур клеток 3T3!L1 без индукции адипогенной дифференцировки в отсутствие (а) или в присутствии (б) 50 нг/мл
ИЛ!4, на 10!й день после начала адипогенной дифференцировки в отсутствие (в) или в присутствии (г) 50 нг/мл ИЛ!4; все
клеточные культуры окрашены липофильным красителем OilRedO; д – результат количественного анализа накопления
нейтральных липидов на 10!й день после начала дифференцировки. Приведена оптическая плотность экстракта OilRedO,
измеренная при длине волны 600 нм. Контроль соответствует усредненным данным а и б вместе



СТАФЕЕВ  и  др.

статистически достоверное уменьшение уровня
мРНК GLUT4, в клетках, дифференцированных
в присутствии ИЛ!4 (p = 0,003). В целом, эти ре!
зультаты согласуются с данными по накопле!
нию нейтральных липидов и позволяют заклю!
чить, что ИЛ!4 не вызывает и не усиливает ади!
погенную дифференцировку клеток 3T3!L1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы показали, что ИЛ!4 по!
зитивно влияет на активность всех участников
инсулинового каскада в модели эксперимен!
тальной липид!индуцируемой ИР в линейных
адипоцитах 3T3!L1. В оптимальной концентра!
ции 50 нг/мл ИЛ!4 максимально активировал
фосфорилирование всех ключевых участников
инсулинового каскада (IRS!1, Akt, AS!160) и
восстанавливал чувствительность к инсулину. В
этой концентрации ИЛ!4 слабо влиял на актив!
ность инсулинового каскада в контрольных
клетках без ИР, не увеличивал экспрессию
мРНК генов!маркеров адипогенеза GLUT4 и
PPARγ, а также не влиял на адипогенную диффе!
ренцировку преадипоцитов 3Т3!L1. Таким об!
разом, механизм действия ИЛ!4 не связан с вос!
становлением чувствительности к инсулину за
счет формирования новых жировых депо и, ско!
рее всего, имеет сигнальную природу.

Причины позитивного воздействия ИЛ!4 на
чувствительность клеток к инсулину следует
связывать с особенностями механизмов разви!
тия липид!индуцируемой ИР в адипоцитах. Ве!
роятнее всего, действие свободной жирной кис!

лоты в этих клетках не связано с эффектом ли!
потоксичности и активацией атипичных изоформ
протеинкиназы С, что прежде всего характерно
для мышечных клеток и печени [18]. В жировой
ткани основной механизм действия свободных
жирных кислот связан с активацией толл!по!
добных рецепторов 4 типа (TLR4) и запуском
классического воспалительного каскада с учас!
тием IkB kinase/Nuclear factor kB (IKK/NF!κB)
[5–8]. Активация IKK/NF!κB в жировой ткани
усиливает экспрессию провоспалительных ци!
токинов, которые действуют аутокринно, под!
держивая латентное воспаление [5, 6]. При этом
повышается активность стресс!активируемых
киназ (JNK, IKK); они опосредуют ингибитор!
ное сериновое фосфорилирование IRS!1, нару!
шая передачу инсулинового сигнала и транс!
порт глюкозы в клетки и вызывая хронические
метаболические расстройства [7].

ИЛ!4 представляет собой классический про!
тивовоспалительный цитокин. Механизм его
действия связан с активацией противовоспали!
тельного транскрипционного фактора STAT6 –
функционального антагониста основного вос!
палительного транскрипционного фактора NF!κB
[11]. STAT6 усиливает экспрессию противовос!
палительных цитокинов (ИЛ!13, ИЛ!33, TGFβ
и др.), а также подавляет активность провоспа!
лительных транскрипционных факторов и
экспрессию провоспалительных цитокинов,
противодействуя латентному воспалению в жи!
ровой ткани. Это создает предпосылки исполь!
зования ИЛ!4 в качестве инсулинсенситизиру!
ющего агента в модели липид!индуцированной
ИР в адипоцитах. Результаты данной работы да!
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Рис. 5. Влияние ИЛ!4 на уровень мРНК генов!маркеров адипогенной дифференцировки в адипоцитах 3Т3!L1. Показаны
результаты ПЦР в реальном времени для трех независимых экспериментов. Адипогенную дифференцировку клеток 3T3!
L1 проводили в течение разного времени в присутствии 50 нг/мл ИЛ!4 или без него. Определено изменение уровня мРНК
GLUT4 (а) и PPARг (б)
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ют экспериментальное подтверждение этой ги!
потезы.

Мы проследили концентрационную зависи!
мость инсулинсенситизирующего действия ИЛ!4
по восстановлению активации инсулинового
каскада в классической адипогенной модели
липид!индуцируемой ИР. Концентрация ИЛ!4,
равная 25 нг/мл, была явно недостаточной для
восстановления активирующего фосфорилиро!
вания IRS!1 и Akt – ключевых участников инсу!
линового каскада (рис. 1 и 2). Только в случае
AS160 ИЛ!4 в концентрации 25 нг/мл восста!
навливал инсулинзависимое фосфорилирова!
ние остатка Ser!318 (рис. 3). Однако известно,
что Ser!318 является одним из нескольких ос!
татков, фосфорилируемых в AS160 под действи!
ем Akt [15–16]. Таким образом, остается вероят!
ность того, что фосфорилирование одного Ser!
318 может не полностью отражать активирую!
щее действие инсулина на общее инсулинзави!
симое фосфорилирование AS160.

Концентрация ИЛ!4, равная 50 нг/мл, была
достаточной и оптимальной для восстановления
активации всех ключевых участников инсули!
нового каскада до контрольного уровня без ИР в
условиях липид!индуцируемой ИР в адипоцитах
(рис. 1–3). Единственным исключением явля!
лось инсулин!зависимое фосфорилирование
Ser!473 в Akt, которое достоверно усиливалось,
но не возвращалось к контрольным значениям,
характерным для клеток в отсутствие ИР (рис. 2,
в и г). Однако следует отметить, что для актива!
ции Akt критически необходимо фосфорилиро!
вание по остатку Thr!308, расположенному в ак!
тивационной петле фермента, тогда как фосфо!
рилирование Ser!473 внутри гидрофобной пос!
ледовательности фермента носит вспомогатель!
ный характер [19]. Если фосфорилирование
Thr!308 обеспечивает киназа PDK1 в составе
PI3!киназного каскада, активируемого инсули!
ном, то за фосфорилирование Akt по Ser!473 от!
вечает белковый комплекс mammalian target of
rapamycin type 2 (mTORC2) [20]. Точные меха!
низмы активации mTORC2 в клетках пока не!
достаточно ясны и включают инсулиннезависи!
мые механизмы. Они могут отвечать за непол!
ный эффект ИЛ!4 на сериновое фосфорилиро!
вание Akt, обнаруженный в данной работе.

Аналогично в концентрации 100 нг/мл ИЛ!4
не проявлял существенно более сильного воз!
действия на инсулинзависимое фосфорилиро!
вание участников инсулинового каскада, а в
случае IRS активирующий эффект ИЛ!4 в кон!
центрации 100 нг/мл был даже ниже по сравне!

нию с 50 нг/мл данного цитокина. Это может
быть связано с несколькими механизмами
действия ИЛ!4 в клетках, некоторые из которых
могут не зависеть от инсулина или PI3!киназно!
го каскада [11]. Сигнальные каскады, активиру!
емые ИЛ!4 в адипоцитах, мало изучены и требу!
ют отдельных исследований для того, чтобы
объяснить оптимальность использования про!
межуточных концентраций ИЛ!4 порядка 50 нг/мл
для восстановления чувствительности к инсули!
ну, по крайней мере, в клеточных моделях.

Механизм действия основных антидиабети!
ческих препаратов, таких как метформин и тиа!
золидиндионы, во многом связан с активацией
жировой дифференцировки клеток!предшест!
венников и формированием новых жировых де!
по, чувствительных к инсулину [16]. В этой свя!
зи важно, что в культивируемых адипоцитах
ИЛ!4 не влиял на адипогенную дифференци!
ровку и не стимулировал экспрессии маркеров
адипогенеза. Это указывает на иную природу
механизма действия ИЛ!4, предположительно
за счет активации противовоспалительной сиг!
нализации, и позиционирует использование
ИЛ!4 в качестве принципиально иного подхода
для восстановления чувствительности к инсули!
ну в жировой ткани.

Резюмируя, мы продемонстрировали высо!
кий потенциал ИЛ!4 для коррекции ИР в жиро!
вой ткани. В оптимальных концентрациях ИЛ!4
восстанавливает чувствительность жировых
клеток к инсулину в условиях резистентности и
не влияет на адипогенную дифференцировку и
активность инсулинового каскада в нормальных
условиях. Дальнейшие исследования должны
быть направлены на подтверждение позитивно!
го действия ИЛ!4 в первичных адипоцитах че!
ловека, на создание генно!терапевтических пре!
паратов на основе ИЛ!4 и их валидацию в жи!
вотных моделях высокожировой диеты.
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Obesity and latent inflammation in adipose tissue critically contribute to development of insulin resistance (IR) and type
2 diabetes. Here we asked whether the antiinflammatory interleukin!4 (IL!4) can restore insulin sensitivity in cultured
3T3!L1 adipocytes. The activity of the key signaling intermediates was assessed by Western blots using phospho!specif!
ic antibodies to insulin receptor substrate (IRS!1, Tyr!612), Akt (Thr!308 and Ser!473), and AS!160 (160 kDa Akt sub!
strate, Ser!318), which regulates translocation of the glucose transporter Glut4 to the plasma membrane. The IR condi!
tion was induced in adult adipocytes by albumin!conjugated palmitate. It significantly reduced phosphorylation levels of
all the above proteins at the indicated sites. Including IL!4 into the IR induction medium led to a dose!dependent
increase in insulin stimulation of IRS!1, Akt, and AS!160 phosphorylation. At the optimal concentration of 50 ng/ml,
IL!4 fully restored insulin cascade activation while not affecting the activation of insulin signaling in control cells with!
out IR. IL!4 neither increased mRNA levels of the key adipogenesis markers GLUT4 and PPARг nor affected lipid accu!
mulation in adipocytes. These results demonstrate the potential of IL!4 in restoring insulin sensitivity in adipocytes via
mechanisms that are not associated with induced adipogenesis and de novo formation of lipid depots.

Keywords: insulin resistance, interleukin!4, inflammation


