
НАЦИОНАЛЬНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ ЦЕНТР 

КАРДИОЛОГИИ ИМЕНИ АКАДЕМИКА Е.И.ЧАЗОВА МЗ РФ 

 

 

На правах рукописи 

 

 

 

МИЧУРИНА СВЕТЛАНА СЕРГЕЕВНА 

  

РЕГУЛЯЦИЯ ПОГЛОЩЕНИЯ И УТИЛИЗАЦИИ ГЛЮКОЗЫ ПОД ДЕЙСТВИЕМ 

ИНТЕРЛЕЙКИНА-4 В АДИПОЦИТАХ 

  

1.5.4. – Биохимия 

Диссертация 

на соискание ученой степени кандидата биологических наук 

 

Научный руководитель: 

кандидат биологических наук 

 Стафеев Юрий Сергеевич 

   

 

 

Москва – 2023  



 
 

2 
 

ОГЛАВЛЕНИЕ 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ............................................................................................. 4 

ВВЕДЕНИЕ ...................................................................................................................... 8 

1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ ........................................................................................... 14 

1.1. Иммунометаболизм жировой ткани ............................................................... 14 

1.2. Регуляция метаболизма глюкозы в адипоцитах ............................................ 16 

1.3. Регуляция метаболизма липидов в адипоцитах ............................................ 21 

1.4. Роль хронического воспаления ЖТ в развитии метаболических нарушений 

при ожирении ............................................................................................................. 29 

1.5. Механизмы индукции воспаления и ИР в ЖТ при ожирении ..................... 32 

1.6. Роль провоспалительных цитокинов в регуляции энергетического 

метаболизма ................................................................................................................ 38 

1.7. Клиническое использование противовоспалительной терапии СД2Т ....... 41 

1.8. Роль противовоспалительного цитокина интерлейкина-4 в регуляции 

энергетического метаболизма ................................................................................... 43 

Заключение ................................................................................................................. 46 

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ................................................................................... 49 

2.1. Культивирование клеток 3T3-L1 .................................................................... 50 

2.2. Адипоцитарная дифференцировка клеток 3T3-L1 ........................................ 50 

2.3. Оценка накопления липидов и морфологии липидных капель ................... 51 

2.4. Оценка активности термогенеза в адипоцитах.............................................. 51 

2.5. Измерение поглощения глюкозы адипоцитами 3T3-L1 ............................... 51 

2.6. Анализ метаболизма 14С-меченой глюкозы в адипоцитах ........................... 52 

2.7. Омыление и экстракция липидов .................................................................... 52 

2.8. Тонкослойная хроматография ......................................................................... 53 

2.9. Оценка активности гликолиза и митохондриального дыхания ................... 54 

2.10. Анализ экспрессии белков и активности сигнальных каскадов методом 

иммуноблоттинга ....................................................................................................... 54 

2.11. Получение лентивирусных векторов ........................................................... 55 

2.12. Лентивирусная трансдукция адипоцитов 3T3-L1 ...................................... 57 



 
 

3 
 

2.13. Оценка транслокации транспортера глюкозы GLUT4 методом 

иммуноцитохимии ..................................................................................................... 58 

2.14. Статистический анализ ................................................................................. 58 

3. РЕЗУЛЬТАТЫ ........................................................................................................... 60 

3.1. Влияние ИЛ-4 на поглощение и окисление глюкозы в адипоцитах .............. 60 

3.2. Оценка роли транскрипционного фактора STAT6 в регуляции поглощения 

глюкозы под действием ИЛ-4 ................................................................................... 65 

3.3 Оценка регуляции инсулин-зависимых процессов под действием ИЛ-4 ...... 67 

3.4. Оценка влияния ИЛ-4 на накопление липидов в адипоцитах ........................ 71 

3.5. Определение регуляции липогенеза и липолиза под действием ИЛ-4 методом 

радиоизотопного анализа .......................................................................................... 73 

3.6. Анализ роли липолитических ферментов в фрагментации ЛК под действием 

ИЛ-4 ............................................................................................................................. 78 

3.7. Регуляция термогенеза в адипоцитах под действием ИЛ-4 ........................... 84 

3.8. Исследование роли ATGL в активации окисления глюкозы под действием 

ИЛ-4 ............................................................................................................................. 86 

4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ............................................................................ 90 

4.1. Активация окисления глюкозы .......................................................................... 90 

4.2. Сигнальные механизмы регуляции поглощения глюкозы под действием ИЛ-

4 .................................................................................................................................... 93 

4.3. Влияние ИЛ-4 на метаболизм липидов ............................................................. 96 

4.4. Активация термогенеза под действием ИЛ-4 ................................................ 100 

4.5. Взаимосвязь метаболических путей, активируемых ИЛ-4 ........................... 102 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ ........................................................................................................... 106 

ВЫВОДЫ ..................................................................................................................... 107 

СПИСОК ОПУБЛИКОВАННЫХ РАБОТ ПО ТЕМЕ ДИССЕРТАЦИИ .............. 108 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ ........................................................................................... 110 

 

  



 
 

4 
 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АТФ – аденозинтрифосфорная кислота 

АФК – активные формы кислорода 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

Г3Ф – глицерол-3-фосфат 

ДАГ – диацилглицерол 

ДМЕМ – среда Дальбекко, модифицированная Иглом  

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота,  

ЖК – жирные кислоты 

ЖТ – жировая ткань 

ИЗО – изопротеренол 

ИЛ – интерлейкин 

ИР – инсулиновая резистентность 

КоА – коэнзим А 

ЛК – липидные капли 

ЛПС – бактериальный липополисахарид 

MAPK – киназа, активируемая митогенами; mitogen activated protein kinase 

НАДH – никотинамидадениндинуклеотид восстановленный 

НАД+ – никотинамидадениндинуклеотид окисленный 

НАДФH – никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

ПКА – протеинкиназа А 

РНК – рибонуклеиновая кислота, shРНК – малая шпилечная РНК,  

СД2Т – сахарный диабет 2 типа 

ТАГ – триацилглицерол 

ТСХ – тонкослойная хроматография 

ФАДН2 – флавинадениндинуклеотид восстановленный 
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ФНО – фактор некроза опухолей 

ФБС – фетальная бычья сыворотка 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер 

цАМФ - циклический аденозин монофосфат 

ЦТК – цикл трикарбоновых кислот 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

ЭТЦ – электрон транспортная цепь 

ABHD6 – липаза, содержащая α/β-гидролазный домен 6 

ACC – ацетил-КоА карбоксилаза 

ACLY – АТФ-цитрат лиаза 

Akt – протеинкиназа В 

ANOVA – дисперсионный анализ 

AP-1 – активирующий белок 1 

AS160 – субстрат Akt массой 160 кДа 

ATF2/6 – активирующий фактор транскрипции 2/6 

ATGL – адипоцитарная триглицерид липаза 

CEBPα – белок, связывающий CCAAT энхансер α 

Ces1d – карбоксилэстераза 1d 

CGI-58 – comparative gene identification-58 

ChREBP – белок, связывающий элементы ответа на углеводы 

CIDE – cell death inducing DFFA like effector 

CPT1 – картин пальмитоил трансфераза 1 

CREB – белок, связывающий элементы ответа цАМФ 

DAPI – 4',6-диамидино-2-фенилиндол 

DGAT – диацилглицерол ацилтрансфераза 
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eIF2α – эукариотический фактор инициации трансляции 2α 

Erk – киназа, регулируемая внешними стимулами; extracellular signal regulated 

kinase 

FASN – синтаза жирных кислот 

FCCP – карбонилцианид-п-трифторметоксифенилгидразон 

FOXO1 – fork head box protein type 1 

FGF21 – фактор роста фибробластов 21  

FSP27 – fat-specific Protein 27 

γc – γ-цепь 

G0S2 – G0/G1 переключатель 2 

GLUT – транспортер глюкозы  

GDF15 – фактор роста и дифференцировки 15 типа 

HIF-1α – фактор, индуцируемый гипоксией 1α 

HSL – гормончувствительная липаза 

IL-4Rα - α-субъединица рецептора ИЛ-4 

IL-13Rα - α-субъединица рецептора ИЛ-13 

IRS – субстрат инсулинового рецептора, insulin receptor substrate 

IKK – киназа ингибиторной субъединицы IkB, IkB kinase 

IRE1 – фермент, нуждающийся в инозитоле, 1 типа 

JNK – N-концевая киназа фактора с-Jun; с-Jun NH2-terminal kinase 

JAK – Janus киназа 

LXR-α – печеночный X-рецептор 

MGL – моноглицерид липаза 

mTOR – мишень действия рапамицина, обнаруженная у млекопитающих; mTORC 

– комплекс киназы mTOR 

NFκB – ядерный фактор κB 

NK – натуральные киллеры 



 
 

7 
 

Opa1 – optic atrophy protein 1 

PGC1 – peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 

PI3K – фосфоинозитид-3-киназа  

PIP3 – фосфатидилинозитол-трис-фосфат 

PDE3B – фосфодиэстераза 3B 

PDK – киназа, зависимая от фосфоинозитидов;  

PP2A – фосфатаза 2A 

PPAR – рецепторы, активируемые пероксисомными пролифераторами 

PTP1B – тирозиновая фосфатаза белков 1В типа 

PERK – PKR-подобная киназа эндоплазматического ретикулума 

RIPA буфер – буфер для радиоиммунопреципитации 

RXR – ретиноидный X-рецептор 

STAT – сигнальный белок и активатор транскрипции 

SH2-домен – домен Src-гомологии 

SREBP – белок, связывающий регуляторные элементы стерола; sterol regulatory 

element binding protein type 1 

TFE – транскрипционный фактор Е 

Th1/2 – Т-хелперы 1/2 типа 

TLR – толл-подобный рецептор 4 

TNF-RSCI – сигнальный комплекс рецептора ФНОα I 

TOMM20 – транслоказа наружной мембраны митохондрий 20 

UCP1 – разобщающий белок внутренней мембраны митохондрий 

UPR – ответ на несвернутые белки; unfolded protein response 

  



 
 

8 
 

ВВЕДЕНИЕ  

Актуальность и степень разработанности темы исследования  

По оценкам Всемирной федерации ожирения, в 2020 году 38% людей в мире в 

возрасте от 5 лет имели избыточную массу тела (индекс массы тела >25 кг/м2) и 

14% страдали от ожирения (индекс массы тела >30 кг/м2). Ожидается, что 

распространенность ожирения вырастет до 24% населения к 2035 году и затронет 

почти 2 миллиарда человек по всему миру и более 40 млн человек в России (World 

Obesity Atlas, 2023). Важную роль в развитии ожирения и ассоциированных с ним 

метаболических патологий играет иммунная система. Хронический 

воспалительный процесс наблюдается при ожирении и сопутствующих 

заболеваниях: метаболическом синдроме, сахарном диабете 2 типа (СД2Т), 

сердечно–сосудистых и онкологических заболеваниях. Хроническое воспаление 

при ожирении развивается в жировой ткани (ЖТ) и является потенциальным 

триггером нарушения инсулиновой чувствительности и изменения метаболизма 

углеводов и липидов.  

В физиологическом состоянии иммунофенотип ЖТ характеризуется наличием 

противовоспалительных иммунных клеток (М2–макрофагов, эозинофилов, Т-

хелперов 2 типа) и секрецией цитокинов, подавляющих воспаление. 

Антивоспалительное микроокружение поддерживает инсулиновую 

чувствительность адипоцитов и способность к дифференцировке термогенных 

бежевых адипоцитов, способных расходовать избыточную энергию в виде тепла и 

снижать накопление триацилглицеридов (ТАГ).  

При ожирении физиология ЖТ существенно изменяется. Чрезмерное потребление 

высокоэнергетических субстратов (простых углеводов, насыщенных жиров) 

приводит к метаболической перегрузке ЖТ, происходит ее увеличение для 

накопления большего количества ТАГ и предотвращения эктопического 

отложения липидов. Гипертрофия адипоцитов приводит к развитию гипоксии в 

ЖТ, возникновению окислительного стресса, стресса эндоплазматического 

ретикулума (ЭПР) и гибели клеток. Все эти процессы способствуют активации 
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воспалительных сигнальных каскадов в адипоцитах и секреции 

провоспалительных цитокинов, привлекающих провоспалительные иммунные 

клетки. Таким образом, в ЖТ возникает самоподдерживающееся хроническое 

воспаление, которое может быть индуктором инсулиновой резистентности (ИР). 

В связи с важной ролью воспаления в развитии ИР в ЖТ, противовоспалительная 

терапия может улучшить чувствительность к инсулину и предотвратить развитие 

осложнений у пациентов с ожирением или СД2Т. Несмотря на это, блокаторы 

действия провоспалительных цитокинов (интерлейкина 1β (ИЛ-1β) и фактора 

некроза опухоли α (ФНОα)) не используются в клинической практике для контроля 

гликемии, так как они не показали стойкой эффективности. Мы предложили 

альтернативный подход для воздействия на иммунный статус ЖТ, заключающийся 

в использовании антивоспалительного инсулинсенситизирующего цитокина 

интерлейкина-4 (ИЛ-4). 

ИЛ-4 положительно влияет на инсулиновую чувствительность и углеводный обмен 

на системном уровне. Он способствует поддержанию толерантности к глюкозе и 

снижению веса животных в моделях ожирения. Позитивные эффекты ИЛ-4 

связаны не только с активацией противовоспалительных иммунных клеток в ЖТ, 

но и с действием на метаболизм адипоцитов и их предшественников. Известно, что 

ИЛ-4 ингибирует адипогенез и активирует липолиз в адипоцитах, но точные 

механизмы регуляции и физиологическая значимость этих процессов остаются 

неясными.  

В предыдущих работах нашей лаборатории было показано, что ИЛ-4 активирует в 

адипоцитах поглощение глюкозы и экспрессию метаболических белков, 

включающих ферменты окислительного метаболизма митохондрий. В настоящей 

работе мы исследовали механизмы метаболического действия ИЛ-4 в зрелых 

адипоцитах. 
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Цель и задачи исследования 

Целью данной работы является изучение влияния противовоспалительного 

цитокина ИЛ-4 на углеводный и липидный метаболизм адипоцитов. 

Задачи: 

1. Исследовать роль ИЛ-4 в регуляции активности гликолиза и митохондриального 

окисления глюкозы в адипоцитах.  

2. Оценить вклад STAT6 и IRS1 в регуляцию поглощения глюкозы под действием 

ИЛ-4. 

3. Изучить влияние ИЛ-4 на активность липогенеза, липолиза и накопление 

липидных капель в адипоцитах. 

4. Исследовать действие ИЛ-4 на термогенез в адипоцитах. 

5. Оценить роль адипоцитарной триглицеридлипазы в регуляции термогенеза и 

митохондриальной активности под действием ИЛ-4. 

Научная новизна работы  

Проведено комплексное исследование действия противовоспалительного цитокина 

ИЛ-4 на метаболизм глюкозы и ТАГ жировых клеток. Показано, что ИЛ-4 

усиливает поглощение глюкозы для последующего метаболизирования в ходе 

гликолиза и окислительного фосфорилирования, а не для активации липогенеза и 

запасания ТАГ. Исследованы некоторые механизмы стимуляции поглощения 

глюкозы интерлейкином-4 с использованием shРНК и ингибиторного анализа. 

Была подобрана последовательность shРНК, позволяющая снизить экспрессию 

STAT6 на 90%. Показано, что подавление экспрессии STAT6 не снижает 

активацию поглощения глюкозы в адипоцитах под действием ИЛ-4. Таким 

образом, подтверждено, что канонический ИЛ-4-зависимый транскрипционный 

фактор STAT6 не участвует в регуляции поглощения глюкозы в адипоцитах.  

При анализе влияния ИЛ-4 на липидный метаболизм адипоцитов показано, что ИЛ-

4 стимулирует липолиз и фрагментацию липидных капель. Обнаружено, что ИЛ-4 
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активирует липолиз по механизму, зависящему от активности адипоцитарной 

триглицеридлипазы (ATGL). Также отмечено, что фрагментация может 

происходить без участия ATGL. 

Обнаружено, что зрелые адипоциты, стимулированные ИЛ-4, приобретают 

характеристики, свойственные термогенным бежевым адипоцитам: повышение 

температуры клеток, фрагментация липидных капель, активация липолиза и 

окисления глюкозы. В работе показано, что активация термогенеза и окисления 

глюкозы под действием ИЛ-4 в зрелых адипоцитах взаимосвязана с их 

липолитической активностью и происходит ATGL-зависимо. Полученные 

результаты позволили сформулировать гипотезу о способности ИЛ-4 изменять 

фенотип зрелых адипоцитов, способствовать образованию термогенных бежевых 

адипоцитов. При этом, активация термогенеза не сопровождается увеличением 

экспрессии термогенного белка внутренней мембраны митохондрий UCP1, но 

зависит от активности ATGL, одного из скорость-лимитирующих ферментов ТАГ 

цикла. Результаты работы позволяют предполагать, что ИЛ-4 активирует в 

адипоцитах неканонический механизм термогенеза, осуществляющийся за счет 

ускорения футильного ТАГ цикла. 

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Исследование содержит подробный анализ регуляции метаболизма глюкозы и ТАГ 

в жировых клетках под действием ИЛ-4. Полученные результаты подтверждают 

взаимную регуляцию иммунитета и метаболизма. Подтверждено, что ИЛ-4 

активирует липолиз, и предложен новый механизм регуляции липолиза через 

фермент ATGL.  

Показано, что ИЛ-4 оказывает влияние не только на отдельные метаболические 

пути, но и способен осуществлять метаболическое репрограммирование 

адипоцитов. ИЛ-4 одновременно активирует окисление глюкозы и липолиз в 

жировых клетках, что сопровождается выработкой тепла. Результаты позволяют 

предположить, что ИЛ-4 активирует футильный ТАГ-цикл, который повышает 

потребность в АТФ и активирует поглощение и окисление глюкозы. Наблюдаемая 
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активация катаболизма сопровождается высвобождением тепла – термогенезом. 

Работа обосновывает необходимость исследования роли неканонических путей 

термогенеза в утилизации избыточной глюкозы в адипоцитах. Результаты 

исследования могут помочь в разработке методов получения жировых клеток, 

специализирующихся на расходовании глюкозы и рассеивании заключенной в ней 

энергии в виде тепла, вместо синтеза и запасания ТАГ. ИЛ-4 является 

потенциальным индуктором образования бежевых адипоцитов для клеточной 

терапии ожирения и СД2Т.    

Основные положения, выносимые на защиту 

1. ИЛ-4 активирует поглощение глюкозы в адипоцитах для ее утилизации в ходе 

гликолиза и окисления в митохондриях. 

2. Регуляция поглощения глюкозы под действием ИЛ-4 происходит без прямого 

участия STAT6. 

3. ИЛ-4 не вызывает дополнительную стимуляцию канонической ветви 

инсулинового сигнального каскада, регулирующей активность поглощения 

глюкозы через GLUT4. 

4. ИЛ-4 активирует фрагментацию липидных капель в жировых клетках, что 

способствует активации липолиза. 

5. ИЛ-4 активирует термогенез и повышает энергетические потребности 

адипоцитов. 

Степень достоверности и апробация результатов исследования 

Результаты данной работы были представлены на международных и российских 

научных конференциях: Фундаментальная и клиническая диабетология в 21 веке: 

от теории к практике (Россия, Москва, 2022), European Society of Gene and Cell 

Therapy Congress 2021 (Великобритания, онлайн, 2021), 56th Annual Meeting of 

European Association for the Study of Diabetes (Австрия, онлайн, 2020), 7th Annual 

Meeting of the International Cytokine & Interferon Society (Австрия, Вена, 2019). По 



 
 

13 
 

теме диссертации было опубликовано 8 статей в рецензируемых зарубежных и 

российских журналах, индексируемых в Scopus и Web of Science.  

Публикации автора по результатам исследования 

По теме диссертации опубликовано 13 печатных работ, в том числе 8 статей в 

рецензируемых научных журналах, входящих в международные базы 

реферативных данных Web of Science и Scopus и 5 публикаций в сборниках трудов 

российских и международных научных конференций.  

Личный вклад автора 

Все основные результаты были получены автором самостоятельно. Автор лично 

анализировала результаты и готовила статьи и тезисы для публикации. Анализ 

гликолитической и митохондриальной активности производился на базе НИИ 

ревматологии им. В.А. Насоновой в лаборатории иммунологии и молекулярной 

биологии ревматических заболеваний под руководством Четиной Е.В. Изотопный 

анализ проводили на базе службы изотопного анализа и радиационной 

безопасности ФГБУ НМИЦ кардиологии им.ак.Е.И.Чазова МЗ РФ (руководитель - 

Чусовитина О.К.), а также кафедры биохимии биологического факультета МГУ. 

Структура и объем диссертационного исследования 

Диссертационная работа состоит из введения, обзора литературы, материалов и 

методов исследования, полученных результатов и их обсуждения, выводов и 

списка цитируемой литературы. Работа изложена на 149 страницах, 

иллюстрирована 19 рисунками и 1 таблицей. Список цитируемой литературы 

включает 333 наименования. 

Связь работы с научными программами 

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ №17-34-80026 (руководитель 

проекта Стафеев Ю.С.), №20-015-00100 (руководитель проекта Стафеев Ю.С.), а 

также совместного российско-тайваньского гранта РНФ №20-45-08003 

(руководитель проекта Меньшиков М.Ю.).  
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Иммунометаболизм жировой ткани 

Взаимосвязь между метаболизмом и иммунитетом известна с конца 19 века, когда 

была обнаружена ассоциация инфекционных и метаболических патологий. По 

результатам биомедицинских исследований последних трех десятилетий был 

сформулирован термин «иммунометаболизм», определяющий взаимодействие 

иммунитета и метаболизма (Chavakis, 2021). Взаимная регуляция этих двух 

важнейших биологических процессов имеет множество аспектов. Во-вервых, 

иммунные клетки и секретируемые ими цитокины могут регулировать метаболизм. 

Например, иммунные клетки, присутствующие в жировой ткани (ЖТ) или печени, 

регулируют гомеостаз этих тканей и метаболические функции, такие как липолиз 

и чувствительность к инсулину (Daemen et al., 2019; Remmerie et al., 2020). С другой 

стороны, потребляемые питательные вещества и продукты их метаболизма могут 

модулировать иммунные реакции (Lee et al., 2020). Исследования в области 

иммунометаболизма важны для понимания механизмов развития многих 

патологий, включающих ожирение, метаболический синдром, СД2Т, сердечно-

сосудистые, аутоиммунные и онкологические заболевания (Chavakis, 2021).  

В настоящее время признано, что иммунитет и воспаление играют важную роль в 

патогенезе алиментарного ожирения и сопутствующих кардиометаболических 

осложнений: инсулиновой резистентности (ИР), СД2Т, неалкогольной жировой 

болезни печени, атеросклероза, микрососудистых нарушений и др. (Hotamisligil, 

2017; Blüher, 2019). Более того, хроническое воспаление при ожирении 

ассоциировано с тяжелым течением болезни при коронавирусной инфекции (Hamer 

et al., 2020). Роль хронического воспаления в развитии метаболических осложнений 

ожирения у человека подтверждается во многих исследованиях. Популяционные 

геномные исследования показали, что вариации в генах человека, регулирующих 

функции Т-клеток (PTPRJ и CMIP), макрофагов (MAEA), и в генах сигнальных 

путей воспаления (WWOX, MAP8IP1, IFNGR1, ST6GAL1, JAZF1, MAP3K1, 

MACROD1, NFE2L3 и TLR4) связаны с риском развития СД2Т (Waeber et al., 2000; 
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Cho et al., 2011; Kooner et al., 2011; Shungin et al., 2015; Flannick et al., 2019; Liao et 

al., 2019; Diedisheim et al., 2020). Кроме того, ряд исследований ЖТ человека 

(Löfgren et al., 2000; Fabbrini et al., 2013; Hill et al., 2018), печени (Senn et al., 2002; 

Ghazarian et al., 2017), первичных адипоцитов (Liu et al., 1998), скелетных мышц 

(Austin et al., 2008) и поджелудочной железы (Maedler et al., 2002), поддерживают 

гипотезу о роли иммунитета в регуляции метаболизма (Pickup et al., 1997). Таким 

образом, понимание механизмов взаимодействия иммунных и метаболических 

реакций имеет ключевое значение для разработки терапевтических стратегий 

предотвращения ожирения и ассоциированных кардиометаболических 

осложнений. 

Несмотря на то, что ассоциация воспаления и метаболических заболеваний активно 

исследуется на протяжении трех десятилетий, гипотезу, согласно которой 

хроническое воспаление вызывает ИР у человека, еще предстоит подтвердить. 

Согласно современным представлениям, центром развития воспаления при 

ожирении является ЖТ, что подробно описано в разделах 1.4 и 1.5. Тем не менее, 

остается неустановленной причинно-следственная связь между воспалением и ИР, 

так как некоторые исследования показывают, что ИР может выступать в роли 

активатора воспаления (Shimobayashi et al., 2018). Для успешной разработки 

терапевтических подходов к борьбе с ожирением и СД2Т необходимы 

исследования не только инициации воспаления при ожирении, но и неизвестных 

механизмов поддержания энергетического гомеостаза в норме с помощью 

противовоспалительных факторов. Одним из наиболее перспективных 

противовоспалительных медиаторов является ИЛ-4, который, как описано далее, 

регулирует метаболизм и чувствительность инсулинзависимых клеток к гормонам. 

В нашей работе мы исследуем роль ИЛ-4 в регуляции метаболизма адипоцитов, так 

как именно нарушение метаболизма ЖТ является центральным звеном в 

инициации хронического воспалительного процесса при ожирении. Вначале будет 

рассмотрена регуляция метаболизма глюкозы и липидов в жировых клетках в 
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норме, а далее описано влияние воспалительных медиаторов на энергетический 

гомеостаз.  

1.2. Регуляция метаболизма глюкозы в адипоцитах 

Метаболизм глюкозы в жировых клетках имеет ключевое значение для системного 

гомеостаза глюкозы и энергетического метаболизма. Несмотря на то, что ЖТ 

поглощает примерно 5% глюкозы, потребляемой с пищей (DeFronzo et al., 2009), 

нарушение поглощения глюкозы адипоцитами является одним из самых ранних 

проявлений системной инсулинорезистентности (Kraegen et al., 1991; Turner et al., 

2013). Кроме того, ингибирование транспорта глюкозы в адипоцитах, вызывает ИР 

всего организма (Abel et al., 2001), тогда как активация поглощения глюкозы в 

жировых клетках повышает толерантность к глюкозе (Herman et al., 2012). 

Описанные наблюдения подтверждают, что поглощение и утилизация глюкозы в 

адипоцитах являются важными процессами для поддержания гомеостаза глюкозы 

во всем организме.  

Транспорт глюкозы в адипоцитах осуществляется транспортерами глюкозы 

GLUT1 (инсулиннезависимый) и GLUT4 (инсулинзависимый) по механизму 

облегченной диффузии. Далее глюкоза фосфорилируется и может включаться в 

метаболические пути. Так как основным активатором метаболизма глюкозы в 

адипоцитах является инсулин (Foley et al., 1980; White et al., 2021; Calejman et al., 

2022), далее будет рассмотрен метаболизм глюкозы под его действием.  

Инсулин является наиболее сильным анаболическим гормоном в организме 

человека и животных. Он представляет собой гормон белковой природы, 

продуцируемый β-клетками поджелудочной железы. В адипоцитах инсулин 

стимулирует поглощение глюкозы, de novo липогенез и подавляет липолиз (Saltiel 

et al., 2001).  

Современные методы детекции стабильных изотопов позволили расширить 

представления о включении глюкозы в различные метаболические пути и о 

скорости ее превращения под действием инсулина в адипоцитах. Исследования 
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метаболизма 13C-глюкозы в адипоцитах 3T3-L1 показывают, что глюкоза быстро 

(10 – 40 мин) метаболизируется в ходе гликолиза, а также пентозофосфатного пути 

(Krycer et al., 2017). Пентозофосфатный путь активен в адипоцитах, так как он 

снабжает клетки НАДФН, используемым для синтеза ТАГ. Гликолиз необходим 

адипоцитам для синтеза глицеральдегид-3-фосфата, из которого затем может 

образовываться глицерол-3-фосфат (Г3Ф), на основе которого синтезируются ТАГ. 

Г3Ф может синтезироваться и из других метаболитов гликолиза (пирувата и 

фосфоенолпирувата) в процессе глицеронеогенеза, важнейшими ферментами 

которого являются пируват карбоксилаза и фосфоенолпируват карбоксикиназа 1.  

В то же время, значительная часть пирувата, образовавшегося в ходе гликолиза, 

превращается в лактат (DiGirolamo et al., 1992; Krycer et al., 2017; Krycer et al., 2020), 

что имеет важное значение для регенерации НАД+ и поддержания высокой 

активности гликолиза.  

Гликолиз поставляет субстраты для цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), и как 

следствие, для синтеза жирных кислот (ЖК). Образовавшийся в ходе гликолиза 

пируват может входить в ЦТК через превращение пируватдегидрогеназным 

комплексом в ацетил-КоА или через анаплеротическую реакцию превращения 

пирувата в оксалоацетат под действием пируват карбоксилазы. Обе эти реакции 

позволяют глюкозе быть потенциально единственным или, по крайней мере, 

основным источником атомов углерода для продукции цитрата (Calejman et al., 

2022), экспортируемого из митохондрий для de novo синтеза ЖК, описанного в 

Разделе 1.3.  

Помимо источника углеродных скелетов в синтетических процессах, глюкоза 

является важнейшим энергетическим субстратом адипоцитов. При окислении 

глюкозы как в ходе гликолиза, так и окислительного фосфорилирования в клетке 

образуется достаточное количество АТФ для активации ЖК, необходимой для их 

включения в синтез ТАГ или в окислительные процессы. 

Описанные выше метаболические пути утилизации глюкозы в жировых клетках 

координируются через активацию инсулинового сигнального каскада. Сигнальный 



 
 

18 
 

путь инсулина обусловлен тирозинкиназной активностью рецептора инсулина, 

который имеет несколько субстратов, активирующих сигнальные пути митоген-

активируемой протеинкиназы (MAPK), фосфоинозитид-3 киназы (PI3K) и CAP/Cbl 

путь (White et al., 2021).  

Метаболические эффекты инсулина в адипоцитах в основном обусловлены 

активацией PI3K сигнального каскада, который начинается с фосфорилирования 

субстрата инсулинового рецептора (IRS). В организме человека и животных 

присутствуют несколько изоформ IRS, но наиболее распространены IRS1 и IRS2. 

Все белки IRS имеют домены плекстриновой гомологии и фосфотирозин 

связывающие домены, важные для ассоциации с мембраной и рецептором. Кроме 

того, белки IRS содержат длинную неструктурированную последовательность 

аминокислот с 14 участками фосфорилирования по остаткам тирозина, 

необходимые для активации сигнального ответа на инсулин. Белки IRS также 

содержат >50 участков фосфорилирования по остаткам серина и треонина, через 

которые осуществляется регуляция работы IRS по механизму отрицательной 

обратной связи (Copps et al., 2012). При стимуляции инсулином белки IRS 

рекрутируются к фосфорилированному мотиву в околомембранном участке 

инсулинового рецептора (White et al., 1988), что облегчает фосфорилирование 

остатков тирозина в IRS. В итоге, адаптерные белки IRS, фосфорилированные по 

остаткам тирозина, способны связываться с различными нижестоящими 

сигнальными белками, наиболее важным из которых является PI3K (Backer et al., 

1992). PI3K катализирует реакцию образования фосфатидилинозитол-3,4,5-

трифосфата (PIP3), активирующего PIP3-зависимую киназу (PDK1) и сигнальный 

комплекс mTORC2 (мишень рапамицина млекопитающих, комплекс 2). PDK1 

фосфорилирует протеинкиназу В (Akt) по остатку треонина (T308), в то время как 

mTORC2 фосфорилирует остаток серина (S473) в Akt (Yang et al., 2015a). Это 

приводит к активации Akt, которая фосфорилирует и регулирует более 100 

субстратов (Hers et al., 2011). Под действием Akt наблюдается инактивация белка 

AS160, что снимает его ингибиторное действие на транслокацию везикул с 



 
 

19 
 

транспортером глюкозы GLUT4 в плазматическую мембрану. Активация 

поглощения глюкозы через GLUT4 сопровождается активацией гликолиза путем 

фосфорилирования фосфофруктокиназы-2, синтезирующей фруктозо-2,6-

бисфосфат для аллостерической активации фосфофруктокиназы-1, 

катализирующей скорость-лимитирующую стадию гликолиза (Rider et al., 2004).  

При активации сигнального каскада инсулина возрастает скорость синтеза липидов 

и гликогена вследствие Akt-зависимой регуляции фосфоенолпируват 

карбоксикиназы 1, mTORC1, транскрипционного фактора SREBP (белок, 

связывающий регуляторный элемент стерола) и киназы гликогенсинтазы 3β. 

Другой важной мишенью Akt является семейство транскрипционных факторов 

FOXO (forkhead box protein O1). Ядерная локализация FOXO регулируется 

посттрансляционными модификациями, в особенности Akt-опосредованным 

фосфорилированием, которое приводит к выходу FOXO из ядра, снижению 

экспрессии его генов-мишеней (Brown et al., 2018; Zhang et al., 2019) и усилению 

адипогенной дифференцировки (Lee et al., 2017a). 

Описанные механизмы регуляции метаболизма глюкозы под действием инсулина 

обеспечивают запасающую функцию ЖТ. Помимо запасания энергии адипоциты 

могут использовать глюкозу для выполнения термогенной функции. Термогенез в 

ЖТ представляет собой процесс образования тепла в ходе окисления 

высокоэнергетических молекул без накопления АТФ. Канонический механизм 

термогенеза осуществляется разобщающим белком внутренней мембраны 

митохондрий (UCP1). UCP1 диссипирует Н+ градиент на мембране митохондрий 

без синтеза АТФ, что приводит к активации работы электрон транспортной цепи 

(ЭТЦ) и увеличению скорости окислительных процессов. Основным источником 

энергии для термогенеза является β-окисление ЖК, но могут использоваться и 

другие энергетические субстраты (Hankir et al., 2018; Chouchani et al., 2019). 

Термогенез активен в специализированных бежевых и бурых адипоцитах, 

морфология и метаболизм которых значительно отличается от белых адипоцитов, 

специализирующихся на запасании ТАГ. Бурые адипоциты обладают наибольшей 
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способностью к термогенезу, так как содержат большое количество митохондрий 

с высокой экспрессией UCP1. Они локализуются в организме человека в 

ограниченных областях и образуются из миогенных клеток-предшественниц. 

Бежевые адипоциты представляют собой клетки с промежуточными свойствами. 

Они имеют общие с белыми адипоцитами клетки-предшественницы, локализуются 

в белых жировых депо и обладают способностью к индуцибельному термогенезу 

(Sanchez-Gurmaches et al., 2014; Sanchez-Gurmaches et al., 2016; Jung et al., 2019).  

Метаболизм глюкозы в бурых и бежевых адипоцитах активируется инсулином так 

же, как в белых жировых клетках. Отличие в регуляции метаболизма глюкозы в 

термогенных адипоцитах заключается в действии катехоламинов, а именно, 

норадреналина. Норадреналин является важнейшим регулятором липидного 

метаболизма и термогенеза, что описано в разделе 1.3, но также принимает участие 

в активации утилизации глюкозы. Норадреналин высвобождается симпатическими 

нервными окончаниями и М2-макрофагами в ЖТ в ответ на холодовую 

стимуляцию и активирует β3-адренорецепторы адипоцитов (Cannon et al., 2004; 

Tang et al., 2016; Hankir et al., 2018). Поглощение глюкозы под действием 

норадреналина активируется через GLUT1 и GLUT4, но основной вклад вносит 

активация экспрессии и транслокации GLUT1 (Dallner et al., 2006; Olsen et al., 2014). 

Дальнейшая судьба глюкозы в термогенных адипоцитах во многом напоминает 

метаболизм в белых жировых клетках. При активации β3-адренорецепторов в 

термогенных адипоцитах запускается пентозофосфатный путь, гликолиз, 

глицеронеогенез, синтез гликогена, синтез цитрата в митохондриях и de novo 

липогенез (Hankir et al., 2018).  

Описанные анаболические процессы необходимы термогенным адипоцитам для 

накопления и восполнения ТАГ, затрачиваемых в ходе термогенеза. В итоге, 

термогенные адипоциты активно расходуют глюкозу, так как синтезированные из 

нее липиды быстро окисляются в ходе термогенеза, что подробно описано в 

следующем разделе. Бежевые адипоциты являются перспективной мишенью для 

борьбы с гипергликемией и другими метаболическими нарушениями благодаря 
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высокой катаболической активности. При этом в отличие от бурых, бежевые 

адипоциты могут активно образовываться в организме взрослого человека путем 

трансдифференцировки из белых жировых клеток или дифференцировки из 

прогениторных клеток ЖТ, что значительно упрощает трансляцию новых 

регуляторов термогенеза в клиническую практику (Shao et al., 2019; Singh et al., 

2020).  

Таким образом, утилизация глюкозы в адипоцитах происходит путем запасания в 

виде липидов под действием инсулина или путем окисления при стимуляции 

норадреналином. Важно, что и катаболический и анаболический пути утилизации 

глюкозы проходят через стадию синтеза ТАГ, что подтверждает тесную 

взаимосвязь между углеводным и липидным метаболизмом в адипоцитах. В 

следующем разделе подробно рассмотрена регуляция метаболизма ТАГ в жировой 

ткани. 

1.3. Регуляция метаболизма липидов в адипоцитах 

Жировая ткань играет роль буфера энергии, так как она запасает ее при избытке 

питательных веществ и высвобождает для доставки в другие ткани при голодании. 

Энергия хранится внутри адипоцитов преимущественно в виде ТАГ, 

представляющих собой сложные эфиры ЖК и глицерина. Хранение ТАГ в составе 

липидных капель (ЛК) является наиболее эффективной и безопасной формой 

запасания энергии благодаря их инертности и высокой энергии расщепления.  

Синтез ТАГ (липогенез) включает три процесса: синтез ЖК, синтез Г3Ф и 

этерификацию ЖК с Г3Ф. Источниками ЖК в составе ТАГ могут служить 

циркулирующие в крови липопротеины и de novo синтез ЖК в адипоцитах (Smith 

et al., 2020). 98 % ЖК в адипоците являются экзогенными и получены после 

гидролиза ТАГ в составе липопротеинов. В ответ на инсулин липопротеинлипаза 

ЖТ гидролизует ТАГ в липопротеинах на глицерин и ЖК, последние попадают в 

адипоциты и включаются в ТАГ (Czech et al., 2013). Оставшиеся 2% ЖК 

синтезируются в процессе de novo липогенеза из углеводов, аминокислот и ацетата 
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за счет последовательности ферментативных реакций, которые приводят к синтезу 

ацетил-КоА. Углеводы и аминокислоты метаболизируются до образования цитрата 

в митохондриях, который экспортируется в цитозоль, где расщепляется АТФ-

цитрат лиазой (ACLY) на оксалоацетат и ацетил-КоА. В альтернативном пути 

цитозольный ацетил-КоА образуется путем активации ацетата ацетил-КоА-

синтетазой 2. Затем ацетил-КоА карбоксилируется с образованием малонил-КоА за 

счет каталитической активности ацетил-КоА карбоксилазы (АСС). Наконец, 

синтаза жирных кислот FASN использует малонил-КоА для образования новой 

ацильной цепи путем последовательного присоединения двухуглеродных звеньев, 

образуя пальмитиновую кислоту (С16:0) (Wallace et al., 2020). Сама пальмитиновая 

кислота и продукты ее удлинения и десатурации могут запасаться в ТАГ или 

использоваться на нужды клетки. 

Липогенез de novo выполняет несколько функций в адипоцитах (Song et al., 2018; 

Wallace et al., 2020). В дополнение к преобразованию избытка питательных веществ 

в ЖК для хранения в виде ТАГ, липогенез является важным источником 

сигнальных липидов, таких как пальмитолеат и гидрокси-ЖК, которые регулируют 

инсулиновую чувствительность (Cao et al., 2008; Yore et al., 2014). Липогенез также 

может быть источником лигандов для факторов транскрипции, таких как семейство 

PPAR, которые важны для дифференцировки адипоцитов (Lodhi et al., 2012). Новые 

исследования также подтверждают, что de novo липогенез в адипоцитах является 

важным источником ЖК для мембранных фосфолипидов (Grunt et al., 2020).  

В отличие от ЖК, которые могут поступать из экзогенных источников, Г3Ф 

синтезируется внутри адипоцита. Г3Ф не может быть синтезирован из свободного 

глицерола, так как в белых адипоцитах фермент глицеролкиназа экспрессируется 

на низком уровне (Tissue expression of GK - Summary - The Human Protein Atlas, 

2023). Основными предшественниками Г3Ф в адипоцитах являются глюкоза, 

пируват, лактат и глюкогенные аминокислоты. Г3Ф синтезируется напрямую из 

глюкозы, когда она окисляется в ходе гликолиза до дигидроксиацетонфосфата, 

который можно превратить в Г3Ф с помощью фермента Г3Ф-дегидрогеназы. Когда 
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пируват или лактат используются в качестве предшественника Г3Ф, протекает 

процесс глицеронеогенеза. В ходе глицеронеогенеза под действием ферментов 

пируват карбоксилазы и фосфоенолпируват карбоксикиназы пируват превращается 

в оксалоацетат, а затем в фосфоенолпируват. После этого в ходе обратных 

гликолитических реакций образуется дигидроксиацетонфосфат, предшественник 

Г3Ф (Forest et al., 2003; Cadoudal et al., 2007; Hankir et al., 2018; Possik et al., 2021).  

ЖК и Г3Ф подвергаются в адипоцитах реакциям этерификации и 

дефосфорилирования с помощью ферментов глицерол-3-фосфат-O-

ацилтрансферазы, 1-ацил-глицерин-3-фосфат ацилтрансферазы, липина 1 и 

диацилгyлицерол-O-ацилтрансферазы (DGAT). В итоге, образуется ТАГ (Yu et al., 

2018; Olzmann et al., 2019). 

Основным физиологическим стимулом для активации липогенеза является 

необходимость запасания избыточных энергетических субстратов. После приема 

пищи адипоциты поглощают глюкозу и используют ее для синтеза ТАГ и 

накопления в липидных каплях. 

Активация липогенеза осуществляется различными гормонами, важнейшими из 

которых являются инсулин и трийодтиронин. Они регулируют липогенез через 

несколько хорошо изученных транскрипционных факторов, включающих 

SREBP1c и белок, связывающий элементы ответа на углеводы (ChREBP). ChREBP 

является доминирующим липогенным фактором в адипоцитах (Iizuka et al., 2004). 

Он активируется при повышении концентрации в клетке простых углеводов 

(глюкозы и фруктозы) и промежуточных соединений гликолиза. Инсулин косвенно 

активирует ChREBP за счет увеличения поглощения глюкозы. Помимо липогенеза, 

ChREBP регулирует гликолиз и пентозофосфатный путь, которые обеспечивают 

липогенез субстратами и восстановительными эквивалентами (Iizuka et al., 2004; 

Baraille et al., 2015). Tрийодотиронин стимулирует транскрипцию ферментов de 

novo липогенеза (FASN, ACC1 и ACLY) через ядерный рецептор гормона 

щитовидной железы (Christoffolete et al., 2004; Bianco et al., 2019). 
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Инсулин активирует липогенез и через посттрансляционные модификации 

ферментов: пируватдегидрогеназного комплекса и ацетил-КоА карбоксилазы. 

Инсулин стимулирует фосфатазу пируватдегидрогеназы, активируя ее и 

обеспечивая превращение пирувата в ацетил-КоА (Petersen et al., 2018). 

Повышенный уровень ацетил-КоА увеличивает скорость ЦТК и образования 

цитрата, направляемого в липогенез. Аналогично, активность ACC регулируется 

инсулином через дефосфорилирование за счет активации фосфатазы PP2A. 

Стимуляция АСС увеличивает скорость превращения ацетил-КоА в малонил-КоА, 

который является не только основой синтеза ЖК, но и отрицательным регулятором 

их окисления. ЖК с длинной цепью, напротив, являются отрицательными 

аллостерическими регуляторами АСС, поэтому при избытке ЖК с длинной цепью 

синтез ЖК останавливается (Petersen et al., 2018; Calejman et al., 2022). 

При необходимости использования энергии, заключенной в ТАГ, в адипоцитах 

активируется процесс их гидролиза (липолиз) с образованием глицерина и ЖК. 

Гидролиз ТАГ катализируется липазами. Наиболее важными липазами 

нейтральных липидов в адипоцитах являются адипоцитарная триглицерид липаза 

(ATGL), гормончувствительная липаза (HSL) и моноацилглицерид липаза (MGL), 

которые катализируют 90% липолитических реакций (Grabner et al., 2021). ATGL 

катализирует первую реакцию в расщеплении ТАГ, в результате которой 

образуется диацилглицерол (ДАГ) и высвобождается одна молекула ЖК. ATGL 

также обладает способностью в небольшой степени гидролизовать ДАГ, 

глицерофосфолипиды и ретиноловые эфиры (Jenkins et al., 2004; Brejchova et al., 

2021). Затем, ДАГ расщепляется HSL до ЖК и моацилглицерида. HSL проявляет 

широкую субстратную специфичность и способна также гидролизовать эфиры 

холестерина и, с меньшей активностью, ТАГ и моноацилглицериды (Recazens et al., 

2021). Моноацилглицериды гидролизуются MGL с образованием глицерина и ЖК 

(Karlsson et al., 1997). Известно, что в дополнение к MGL несколько других 

ферментов (например, липаза ABHD6) способны гидролизовать моноглицериды 

(Thomas et al., 2013). 
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Основным физиологическим стимулом для активации липолиза является 

потребность в энергетических субстратах во время голодания, когда уровень 

глюкозы в крови снижается. В условиях голодания ЖТ выделяет ЖК в кровь для 

снабжения других тканей и органов энергией, а после приема пищи активность 

липолиза снижается до базального состояния. 

Индукция липолиза осуществляется многими эндокринными, паракринными и 

аутокринными факторами, включая гормоны, цитокины и нейротрансмиттеры, 

запускающие основные липолитические ферменты ATGL и HSL на уровнях 

транскрипции, посттрансляционных модификаций белков и регуляции ко-

активаторов и ингибиторов ферментов (Grabner et al., 2021). Катехоламины 

(адреналин и норадреналин) являются классическими активаторами ATGL и HSL. 

Другие активирующие гормоны и цитокины включают глюкокортикоиды, 

гормоны щитовидной железы, эйкозаноиды, предсердные натрийуретические 

пептиды, гормон роста, интерлейкины, ФНОα, лептин и многие другие (Frühbeck 

et al., 2014). Инсулин представляет собой классический негативный регулятор 

активности ATGL и HSL. 

Активация липолиза через транскрипционные механизмы осуществляется белками 

из различных семейств ядерных рецепторов, включающих PPAR (рецепторы, 

активируемые пероксисомными пролифераторами), ретиноидный X-рецептор 

(RXR), печеночный X-рецептор (LXR-α), SREBP, сигнальный белок и активатор 

транскрипции 5 (STAT5) и адипогенные транскрипционные факторы: TFE3 и 

белок, связывающий CCAAT энхансер (CEBPα). Гены ATGL и HSL являются 

непосредственными мишенями PPAR. Хотя изоформы белков семейства PPAR 

оказывают различные и, зачастую, противоположные эффекты на метаболизм 

адипоцитов (PPARγ активирует накопление липидов, PPARα - окисление липидов), 

все они активируют экспрессию ATGL и HSL, так как активный липидный 

метаболизм адипоцитов требует возможности быстрой активации заранее 

синтезированных липаз с помощью посттрансляционных механизмов.  



 
 

26 
 

Канонический сигнальный путь активации липолиза в адипоцитах включает 

связывание катехоламинов с β-адренэргическими рецепторами. При связывании 

гормона α-субъединица Gs-белка, связанного с рецептором, диссоциирует и 

стимулирует аденилатциклазу, синтезирующую цАМФ (Steinberg et al., 1972). 

цАМФ активирует протеинкиназу А (ПКА), которая фосфорилирует HSL (по 

остаткам S552, S649 и S650) и перилипин-1 (по остаткам S81, S222, S276, S433, 

S492 и S517) (Kimmel et al., 2016). Перилипин-1 является регуляторным белком 

поверхности ЛК, который координирует доступ ферментов к их поверхности. В 

базальном состоянии перилипин-1 ограничивает привлечение липаз к ЛК, а в 

фосфорилированном состоянии, наоборот, способствует рекрутированию HSL и 

высвобождению белка CGI-58, коактиватора ATGL. Фосфорилирование самой 

HSL также необходимо для транслокации к поверхности ЛК и активации фермента 

(Yu et al., 2020). Активация липолиза по описанному механизму может 

осуществляться не только с помощью ПКА, но и протеинкиназы G и Erk1/2 

(Greenberg et al., 2001; Carper et al., 2020). В итоге, образовавшиеся ЖК могут 

транспортироваться из адипоцитов, подвергаться реэтерификации с повторным 

образованием ТАГ внутри клетки или отправляться в окислительные процессы. 

Белые адипоциты в основном секретируют ЖК в кровь для снабжения других 

тканей и органов энергией во время ее дефицита. Бежевые и бурые адипоциты 

используют ЖК иначе, так как их физиологическая роль заключается в 

осуществлении термогенеза. 

В термогенных адипоцитах ЖК являются важнейшим источником энергии для 

продукции тепла, а липолиз играет ключевую роль в термогенезе, поэтому 

механизмы его регуляции в бежевых адипоцитах имеют ряд особенностей. 

Для повышения эффективности липолиза термогенные адипоциты накапливают 

липиды в виде большого количества мелких ЛК, что увеличивает доступность ТАГ 

для липаз. Морфология ЛК и экспрессия ассоциированных с ними регуляторных 

белков определяет активность липолиза, как описано в нескольких примерах выше 

(перилипин-1, CGI-58). В термогенных адипоцитах в активации липолиза 
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принимают участие несколько изоформ перилипина. Например, перилипин-5 

активирует термогенез за счет формирования контактов между митохондриями и 

ЛК, активации поглощения экзогенных ЖК, биогенеза и окислительной активности 

митохондрий (Gallardo-Montejano et al., 2021). 

В дополнение к перилипинам, семейство белков CIDE (cell death inducing DFFA like 

effector) играет важную роль в регуляции динамики ЛК и, как следствие, 

метаболизма липидов. Экспрессия белков CIDE (CIDEA, CIDEB и CIDEC/FSP27) 

взаимосвязана с энергетической активностью адипоцитов. CIDEA и CIDEB 

экспрессируются в термогенной жировой ткани и играют роль в стимуляции 

липолиза и окисления ЖК. CIDEC имеет высокую экспрессию в белой жировой 

ткани, где он участвует в слиянии ЛК, уменьшении площади их поверхности, 

доступной для липаз, что ассоциировано со сниженной липолитической 

активностью белых адипоцитов (Slayton et al., 2019; Chen et al., 2020). Таким 

образом, уменьшение размера ЛК в адипоцитах регулируется белками на их 

поверхности и способствует быстрой мобилизации липидов, в особенности при 

термогенезе.  

ЖК, образовавшиеся в ходе липолиза в термогенных адипоцитах, направляются в 

митохондриальное окисление. Для этого необходимо образование ацил-КоА, а 

затем присоединение к остатку ЖК карнитина ферментом карнитин-пальмитоил 

трансфераза 1 (CPT1). Ацил-карнитины транспортируются внутрь митохондрий 

специфическими переносчиками, где они вновь превращаются в ацил-КоА и 

подвергаются β-окислению, которое снабжает ЭТЦ энергией для продукции тепла. 

Активность окисления ЖК регулируется через карнитин-пальмитоил трансферазы. 

Белые адипоциты, в отличие от бежевых, характеризуются низкой экспрессией 

этих ферментов, что связано с низкой активностью окисления ЖК (Lee et al., 2015; 

Calderon-Dominguez et al., 2016; Gonzalez-Hurtado et al., 2017).  

Термогенные адипоциты обладают еще одной важной отличительной 

особенностью липидного метаболизма. В отличие от белых адипоцитов в них 

происходит одновременная активация липолиза и липогенеза. Показано, что при 
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активации β3-адренорецепторов происходит стимуляция не только липолиза, но и 

основных регуляторов и ферментов липогенеза: ChREBP, йодтирониндейодиназы 

2 (катализирует образование трийодтиронина из тироксина), ACLY, АСС, FASN и 

др. Активация липогенеза при термогенезе необходима для восполнения запасов 

ТАГ, которые активно гидролизуются и снабжают термогенез энергией. Так как 

синтез и распад ТАГ являются конкурирующими процессами с многочисленными 

механизмами взаимной отрицательной регуляции, эти процессы происходят в 

различных компартментах термогенных адипоцитов (Hankir et al., 2018; Guilherme 

et al., 2023). Известно, что в адипоцитах могут сосуществовать несколько 

популяций ЛК и митохондрий, специализирующихся на накоплении или распаде 

липидов (Benador et al., 2018). Формирование таких популяций контролируется 

большим количеством белков поверхности ЛК, митохондрий и ЭПР (Olzmann et al., 

2019).    

Таким образом, метаболизм запасных липидов в жировых клетках подвергается 

тонкой многоуровневой регуляции. Метаболизм ТАГ зависит от функциональной 

специализации адипоцитов. Белые адипоциты выполняют роль буферов энергии, 

так как накапливают или высвобождают энергию в ответ на потребности 

организма. Бежевые и бурые адипоциты обладают уникальным липидным 

метаболизмом. Важнейшей их особенностью является возможность 

одновременного протекания процессов синтеза и распада ТАГ, регулируемого 

через динамику органелл и компартментализацию процессов. Термогенные 

адипоциты активно окисляют высокоэнергетические молекулы с образованием 

тепла и без накопления липидов, поэтому активация их образования имеет 

потенциал для разработки новых подходов к терапии ожирения и метаболических 

заболеваний. 

При ожирении развитие хронического воспалительного процесса нарушает 

функционирование большинства метаболических путей адипоцитов, описанных в 

разделах 1.2 и 1.3, что приводит к нарушению системного энергетического 

гомеостаза и развитию метаболических заболеваний. Нарушение метаболизма 
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происходит вследствие снижения чувствительности адипоцитов к гормонам. При 

развитии резистентности к инсулину снижается поглощение глюкозы, 

активируется липолиз и высвобождение ЖК из адипоцитов. Кроме того, снижение 

поступления глюкозы нарушает синтез Г3Ф и активацию липогенного 

транскрипционного фактора ChREBP, что нарушает реэтерификацию ЖК. В итоге, 

ЖТ выполняет функцию буфера энергии менее эффективно, избыточные ЖК 

направляются в печень и мышцы, активируя механизмы липотоксичности (Petersen 

et al., 2018). Хроническое воспаление при ожирении затрагивает не только белую 

ЖТ, но и нарушает термогенную функцию бурой и бежевой ЖТ (Bluemel et al., 

2020; Wandrer et al., 2020). Далее мы сосредоточимся на предполагаемых 

механистических связях между воспалением и нарушением метаболизма 

адипоцитов при ожирении.    

1.4. Роль хронического воспаления ЖТ в развитии метаболических 

нарушений при ожирении 

Ожирение развивается при нарушении системного энергетического гомеостаза, 

когда поступление питательных веществ в течение длительного времени 

превышает энергетические потребности организма, увеличивается запасание 

энергии в виде ТАГ и гликогена в ЖТ. Точные механизмы индукции ИР при 

ожирении до сих пор не определены, но существует несколько гипотез. Причинами 

нарушения чувствительности к инсулину может быть метаболическая перегрузка 

инсулинзависимых клеток, накопление токсичных метаболитов 

(диацилглицеролов, церамидов, аминокислот с разветвленной боковой цепью) и 

индукция воспаления (Petersen et al., 2018). Вероятно, все описанные процессы 

принимают участие в развитии системной ИР, но в ЖТ основным фактором 

является хронический воспалительный процесс, так как ее функциональное 

состояние регулируется иммунными клетками.  

Среди иммунных клеток ЖТ макрофаги являются наиболее значимым типом 

клеток с точки зрения их количества и функции. Макрофаги могут приобретать 

провоспалительный (М1-поляризация) и антивоспалительный (М2-поляризация) 
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фенотип, а также широкий спектр промежуточных фенотипов (Lee et al., 2021). 

Поляризация в М1 направлении происходит в ответ на провоспалительные 

стимулы, такие как бактериальные липополисахариды (ЛПС) и провоспалительные 

цитокины. М1 макрофаги выполняют фагоцитарную и бактерицидную функции, 

секретируют провоспалительные цитокины Th1-типа (характерны для Т-хелперов 

1 типа: ФНОα, интерферон γ, ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-12), которые могут рекрутировать 

и активировать другие типы провоспалительных иммунных клеток: нейтрофилы, 

натуральные киллеры (NK), дендритные клетки, CD4+ и CD8+ Т-клетки (Baat de et 

al., 2023). С другой стороны, макрофаги М2 активируются в присутствии 

антивоспалительных цитокинов Th2-типа (характерны для Т-хелперов 2 типа: ИЛ-

4, ИЛ-13, ИЛ-5, ИЛ-10). Макрофаги М2 впоследствии высвобождают свои 

собственные цитокины Th2-типа, чтобы координировать активацию эозинофилов 

и лимфоцитов врожденного иммунитета 2-го типа. Вместе они выполняют 

гомеостатическую роль и регулируют ремоделирование тканей (Lumeng et al., 

2007).  

В норме иммунные механизмы способствуют поддержанию энергетического 

гомеостаза ЖТ за счет поддержания антивоспалительного микроокружения Th2-

типа (Chmelar et al., 2013; Brestoff et al., 2015; Hotamisligil, 2017; Chung et al., 2018). 

Кроме того, сами адипоциты секретируют адипонектин и другие адипокины, 

снижающие активацию воспаления. Адипоциты и эндотелиальные клетки 

секретируют ИЛ-33 и активируют резидентные лимфоциты врожденного 

иммунитета 2 типа, стимулирующие эозинофилы через высвобождение ИЛ-5 и ИЛ-

13. В свою очередь, эозинофилы секретируют ИЛ-4 и приводят к М2 поляризации 

резидентных макрофагов, которые также продуцируют Th2-цитокины (Kammoun 

et al., 2014).  

Дополнительным источником противовоспалительных цитокинов в ЖТ являются 

регуляторные T-клетки и инвариантные NK T-клетки. Регуляторные T-клетки в 

норме являются наиболее распространенной субпопуляцией CD4+ T-клеток в ЖТ 

(Feuerer et al., 2009; Zeng et al., 2018). Они могут модулировать активность других 
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Т-клеток, ингибировать миграцию моноцитов и активировать их 

противовоспалительную поляризацию (Romano et al., 2018). Таким образом, в 

норме иммунные клетки в составе ЖТ и синтезируемые ими цитокины 

способствуют созданию противовоспалительного микроокружения. 

При ожирении иммунный профиль ЖТ изменяется, переходя в хроническое 

воспалительное состояние, которое постепенно становится системным и приводит 

к ИР и нарушению энергетического метаболизма (Alexaki et al., 2016; Hotamisligil, 

2017; Man et al., 2017; Blüher, 2019; Makowski et al., 2020). Провоспалительные 

цитокины, высвобождаемые ЖТ при ожирении, включают хемокины (например, 

моноцитарный хемоаттрактантный белок-1), что инициирует рекрутирование 

новых иммунных клеток (Hotamisligil, 2017). Помимо привлечения иммунных 

клеток в ЖТ из кровотока, при ожирении также наблюдается усиление их 

пролиферации и удержания в ЖТ (Ramkhelawon et al., 2014; Zamarron et al., 2017). 

В итоге, в жировой ткани повышается количество макрофагов, а также происходит 

их поляризация в М1-подобный фенотип, при котором наблюдается увеличение 

секреции провоспалительных цитокинов, активация липидного метаболизма и 

фагоцитарной активности.  

Помимо рекрутирования макрофагов при ожирении происходит дополнительное 

рекрутирование других клеток врожденного иммунитета (нейтрофилов, NK-

клеток, NKT-клеток 2 типа, тучных клеток и дендритных клеток), а также клеток 

адаптивного иммунитета Th1-типа (CD4+ и CD8+ Т-клеток и В-клеток), что 

способствует воспалению за счет секреции провоспалительных медиаторов и 

иммуноглобулинов G (Nishimura et al., 2009; Winer et al., 2009). Количество 

противовоспалительных регуляторных Т-клеток, напротив, снижается при 

ожирении (Feuerer et al., 2009). Таким образом, при ожирении иммунный фенотип 

ЖТ нарушается, происходит изменение популяционного состава иммунных клеток 

и их секреторного профиля, что обеспечивает поддержание хронического 

латентного воспаления в ЖТ. При длительном ожирении и СД2Т хроническое 
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воспаление наблюдается не только в ЖТ, но и в печени, желудочно-кишечном 

тракте, поджелудочной железе и мышцах (Saltiel et al., 2017). 

1.5. Механизмы индукции воспаления и ИР в ЖТ при ожирении 

Развитие воспаления в ЖТ при ожирении и чрезмерном потреблении 

высококалорийной пищи показано в многочисленных исследованиях физиологии 

человека и животных. Несмотря на это, первичный триггер хронического 

воспаления в ЖТ до сих пор неизвестен, и, вероятно, включает ряд факторов, 

возникающих в результате гипертрофии и метаболической перегрузки адипоцитов 

при ожирении. 

При продолжительном чрезмерном потреблении энергетических субстратов 

происходит увеличение ЖТ для запасания избыточной энергии в виде ТАГ и для 

предотвращения эктопического отложения липидов. Для этого требуется 

ремоделирование жировых депо, которое происходит под контролем 

провоспалительных медиаторов. Этот первоначальный воспалительный ответ 

является адаптивным. Если увеличение ЖТ продолжается и развивается ожирение, 

метаболическая нагрузка на адипоциты растет, и в ЖТ устанавливается 

хроническое латентное воспаление, которое приводит к таким патологическим 

явлениям, как ИР (Lee et al., 2021).  

Несколько молекулярных механизмов, действующих в адипоцитах при 

метаболическом стрессе, были предложены в качестве возможных регуляторов 

воспаления ЖТ. Эти механизмы включают гипоксию, механическое напряжение, 

ремоделирование внеклеточного матрикса, накопление токсичных метаболитов, 

окислительный стресс, стресс ЭПР и гибель жировых клеток. Далее описаны 

несколько возможных триггеров воспаления ЖТ и их влияния на метаболизм 

адипоцитов. 

Взаимосвязь между алиментарным ожирением и развитием воспаления может 

осуществляться за счет сигнальных свойств самих метаболитов. Известно, что при 

ожирении и высокожировой диете наблюдается дислипидемия и повышение 
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уровня свободных ЖК в крови, которые могут активировать воспалительные пути 

в различных клетках, включающих адипоциты и макрофаги. К примеру, 

насыщенная ЖК пальмитат активирует рецептор распознавания паттернов 

патогенности TLR4 (толл-подобный рецептор 4) в адипоцитах, что приводит к 

активации провоспалительного сигнального пути через N-концевую киназу с-Jun 

(JNK) (Shi et al., 2006; Kim et al., 2007; Davis et al., 2008; Håversen et al., 2009; Pal et 

al., 2012). 

Одной из основных причин развития воспаления в ЖТ на фоне ожирения считается 

гипоксия. Гипоксические условия в ЖТ развиваются из-за гипертрофии жировых 

клеток и нарушения ангиогенеза, что приводит к недостаточному снабжению 

клеток кислородом (Jiang et al., 2011; Michailidou et al., 2012; Hodson et al., 2013). 

Действительно, у человека с ожирением диаметр адипоцитов может достигать 150-

200 мкм, тогда как диффузионное расстояние O2 составляет всего 100–200 мкм (Ye 

et al., 2007). Кроме того, снижение O2 в ЖТ при ожирении было показано с 

помощью гипоксических зондов (пимонидазол) (Rausch et al., 2008).  

В ответ на гипоксию в клетках ЖТ активируется транскрипционный фактор, 

индуцируемый гипоксией, 1α (HIF-1α), который оказывает влияние на адипоциты 

и иммунные клетки (Hosogai et al., 2007). Активированный HIF-1α перемещается в 

ядро и способствует экспрессии многих генов, участвующих в ангиогенезе и 

воспалении (Trayhurn, 2013; Fiory et al., 2019). К таким генам относятся фактор 

роста эндотелия сосудов, инсулиноподобный фактор роста 2, трансформирующий 

фактор роста α и провоспалительные цитокины ИЛ-33 и ИЛ-18 (Fiory et al., 2019). 

В ответ на повышение секреции провоспалительных молекул под действием HIF-

1α происходит инфильтрация ЖТ макрофагами и другими лимфоидными клетками 

(Cramer et al., 2003; Pasarica et al., 2009; O’Rourke et al., 2011). Роль HIF-1α в 

провоспалительных реакциях, приводящих к ИР, была показана в многочисленных 

исследованиях влияния нокаута HIF-1α на метаболизм ЖТ (Jiang et al., 2011; Lee et 

al., 2011; Sun et al., 2013; Lee et al., 2014). В данных исследованиях 

продемонстрировано, что специфический нокаут HIF-1α в адипоцитах снижает 
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воспаление ЖТ, восстанавливает толерантность к глюкозе и чувствительность к 

инсулину, но не вызывает снижение массы тела. Это подчеркивает важность HIF-

1α в общем воспалительном ответе ЖТ, что согласуется с гипотезой о том, что 

внутриклеточная гипоксия адипоцитов, вызванная ожирением, приводит к 

воспалению и последующей ИР (Lee et al., 2021). 

Окислительный стресс является еще одной характеристикой ЖТ при ожирении 

(Houstis et al., 2006; Matsuzawa-Nagata et al., 2008; Michurina et al., 2020). Основным 

проявлением окислительного стресса является продукция активных форм 

кислорода (АФК) (пероксидов и свободных радикалов кислорода), которые 

повреждают все компоненты клеток, в том числе белки, липиды и ДНК (Onyango, 

2018). Причинами развития окислительного стресса могут быть гипоксия и 

дисфункция митохондрий. Нарушение функционирования митохондрий вызывает 

воспаление, окислительный стресс, гибель клеток и метаболическую дисфункцию 

(Hock et al., 2009; Kim et al., 2016). Ряд исследований на моделях ожирения 

показали, что митохондриальная дисфункция тесно связана с воспалением, ИР и 

СД2Т (Silva et al., 2000; Morino, 2005; Woo et al., 2019). 

В норме низкие концентрации АФК стимулируют инсулиновый сигналинг через 

ингибирование фосфотирозин фосфатазы PTP1B (Zhuang et al., 2003; Iwakami et al., 

2011). С другой стороны, повышение уровня АФК приводит к развитию ИР 

(Ikemura et al., 2010; Hurrle et al., 2017; Fazakerley et al., 2018). Показано, что АФК 

стимулируют стресс-активируемые киназы, ингибирующие инсулиновый 

сигнальный каскад (Evans et al., 2003; Iwakami et al., 2011; Rains et al., 2011). Также, 

АФК оказывают значительное влияние на метаболические пути, например, 

ингибируют гликолиз (Morgan et al., 2002; Beisswenger et al., 2003). Также известно, 

что пероксид водорода снижает экспрессию белков липидного метаболизма CPT1, 

ацил-КоА оксидазы, PPARα и PPAR-γ (Paumen et al., 1997; Li et al., 2012; Chan et 

al., 2013). При повышенном уровне АФК образуются окисленные липопротеины, 

которые активируют провоспалительный сигналинг, стимулируют 

транскрипционный фактор NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
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activated B cells) и ингибирующие инсулиновый сигналинг сериновые киназы: IKK 

(киназа IκB), JNK, p38 MAPK, протеинкиназу С (Ogihara et al., 2004; Soumyarani et 

al., 2012; Onyango, 2017; Lara-Guzmán et al., 2018; Poznyak et al., 2020). Подавление 

окислительного стресса в моделях ожирения приводит к нормализации веса и 

чувствительности к инсулину (Kwak et al., 2017).  

Гипертрофия и метаболическая перегрузка адипоцитов сопровождается стрессом 

не только митохондрий, но и ЭПР. ЭПР участвует в синтезе, сворачивании и 

контроле качества многих белков. При избыточном потреблении питательных 

веществ в клетках усиливается синтез белка, а значит, увеличивается нагрузка на 

системы сворачивания белковых молекул в ЭПР. Если нагрузка на ЭПР слишком 

высока, и гомеостаз органеллы нарушен, в клетке накапливаются неправильно 

свернутые белки и активируется реакция на несвернутые белки (unfolded protein 

response (UPR)), направленная на восстановление гомеостаза ЭПР (Ron et al., 2007; 

Ajoolabady et al., 2023).  

UPR осуществляется через активацию трех сигнальных путей через белки PERK 

(protein kinase r-like ER kinase), IRE1 (inositol-requiring enzyme 1) и ATF6 (activating 

transcription factor 6) (Ajoolabady et al., 2023). Активация UPR направлена на 

восстанавливление гомеостаза ЭПР за счет активации экспрессии шаперонов и 

регуляции процессов аутофагии и деградации дефектных белков (Yang et al., 

2015b). При чрезмерном или постоянном стрессе ЭПР и неспособности UPR 

восстановить гомеостаз происходит гиперактивация UPR, что приводит к 

индукции воспаления и апоптоза (Sano et al., 2013). Воспаление при стрессе ЭПР 

развивается в ответ на повышения концентрации Ca2+ и АФК в цитозоле, что 

активирует транскрипционный фактор NFκB. Более того, экспрессия NFκB 

стимулируется при чрезмерной активации сигнального пути PERK-eIF2α 

(eukaryotic translation initiation factor 2A). Гиперактивация сигналинга через IRE1 

запускает процесс регулируемой IRE1-зависимой деградации, который также 

способствует воспалению и апоптозу (Schmitz et al., 2018).  
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Стресс ЭПР был показан в ЖТ при ожирении как у грызунов, так и у людей (Ozcan 

et al., 2006; Gregor et al., 2009; Boden et al., 2011; Kawasaki et al., 2012). Основной 

механизм индукции стресса ЭПР в адипоцитах заключается в изменении 

метаболизма и окислительно-восстановительного статуса клеток при избытке 

свободных ЖК (Jiao et al., 2011; Kawasaki et al., 2012). Роль стресса ЭПР в индукции 

воспаления и ИР в ЖТ подтверждается исследованиями подавления сигнальных 

путей UPR. Показано, что PERK участвует в активации IKKβ, приводящей к ИР. 

Важно отметить, что снижение стресса ЭПР при введении химических шаперонов 

связано со снижением уровня воспаления и улучшением чувствительности к 

инсулину (Ozcan et al., 2006; Jiao et al., 2011; Kawasaki et al., 2012). Описанные 

исследования свидетельствуют о том, что повышение свободных ЖК при 

ожирении индуцирует несколько взаимосвязанных патологических процессов в 

адипоцитах. Они повышают продукцию АФК, индуцируют стресс ЭПР и 

активируют синтез провоспалительных цитокинов, что приводит к дисфункции ЖТ 

и развитию ИР. 

Еще одним фактором активации воспаления при ожирении является изменение 

кишечной микробиоты. Состав микробиоты кишечника зависит от диеты, поэтому 

при преобладании жиров и простых углеводов в пище происходит адаптация 

микробиоты. При ожирении наблюдается изменение количественного 

соотношения микроорганизмов различных таксономических групп, что 

ассоциировано с развитием метаболических заболеваний. При ожирении 

наблюдается повышение количества бактерий типа Firmicutes и снижение 

количества бактерий типа Bacteroidetes, а также преобладают бактерии, 

участвующие в деградации полисахаридов (Davis, 2016; Duranti et al., 2017). 

Измененная кишечная микробиота при ожирении является источником 

бактериальных ЛПС в плазме. Поскольку адипоциты экспрессируют паттерн-

распознающие рецепторы TLR2 и TLR4, ЛПС могут напрямую активировать 

провоспалительные сигнальные пути в этих клетках (Hersoug et al., 2018).  
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Все описанные выше механизмы возникновения воспаления ЖТ в ответ на 

метаболический стресс, вызванный ожирением сводятся к активации 

провоспалительных сигнальных путей, основными участниками которых являются 

киназы JNK и IKK и транскрипционные факторы АР-1 (активирующий белок 1) и 

NFκB. Большое количество экспериментальных работ подтверждают, что JNK и 

IKK являются ключевыми медиаторами развития ИР при ожирении. Обнаружено, 

что активность JNK повышена в ЖТ, печени и мышцах при ожирении и ИР (Feng 

et al., 2020). Нокаут IKK и JNK, напротив, ассоциирован с нормализацией веса и 

инсулиновой чувствительности в модели ожирения (Hirosumi et al., 2002; Arkan et 

al., 2005; Chiang et al., 2009). Адипоцит-специфическое подавление экспрессии JNK 

не приводит к снижению веса при высокожировой диете, но препятствует 

эктопическому отложению липидов, что говорит о важной роли JNK в развитии 

системной ИР (Sabio et al., 2008). Снижение инфильтрации ЖТ макрофагами при 

делеции JNK также подтвердило ключевую роль JNK в регуляции воспаления ЖТ 

при ожирении и его связь с ИР (Han et al., 2013).   

В настоящее время рассматриваются два механизма индукции ИР при активации 

киназ IKK и JNK. Во-первых, они активируют транскрипционные факторы АР-1 и 

NFκB, которые стимулируют экспрессию провоспалительных генов (ФНОα, ИЛ-

1β, ИЛ-6 и ИЛ-8). Провоспалительные цитокины поддерживают хроническое 

воспаление в ЖТ и играют важную роль в нарушении толерантности к глюкозе 

(Houstis et al., 2006; Kammoun et al., 2014; Trop-Steinberg et al., 2017). Во-вторых, 

IKK и JNK способны осуществлять ингибирующее серин/треониновое 

фосфорилирование каркасного белка инсулинового сигнального каскада IRS. 

Сериновое фосфорилирование IRS нарушает его связывание с рецептором 

инсулина и нижестоящими участниками сигнального каскада, а также служит 

сигналом для убиквитинилирования и протеасомной деградации всех изоформ IRS 

(Zick, 2004). 

Таким образом, патологические процессы, активируемые в ЖТ при ожирении, 

создают условия для активации воспаления. Воспалительный процесс выражается 
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как в инфильтрации ЖТ иммунными клетками, так и в активации специфических 

сигнальных каскадов. Продолжительная метаболическая перегрузка ЖТ приводит 

к тому, что воспаление переходит в латентное самоподдерживающееся состояние, 

которое приводит к метаболическим нарушениям. Именно поэтому для борьбы с 

метаболическими заболеваниями и ИР необходимо искать подходы к разрушению 

положительных обратных связей в индукции воспаления при ожирении.   

Провоспалительные цитокины являются важнейшими факторами, 

поддерживающими воспаление при ожирении за счет аутокринного, паракринного 

и системного воздействия на клетки ЖТ и за ее пределами (Patel et al., 2013). 

Воздействие на экспрессию цитокинов и на активируемые ими сигнальные каскады 

является перспективным подходом к предотвращению метаболических нарушений 

при ожирении. Далее рассмотрены механизмы влияния провоспалительных 

факторов на энергетический метаболизм.  

1.6. Роль провоспалительных цитокинов в регуляции энергетического 

метаболизма 

При ожирении наблюдается повышение уровня многих провоспалительных 

цитокинов в крови. Увеличивается концентрация ФНОα, ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-5, ИЛ-10, 

ИЛ-12, ИЛ-13, интерферона γ, галектина 3 и др. (Schmidt et al., 2015; Ellulu et al., 

2017; Ivashkiv, 2018; Rohm et al., 2022). При этом, повышение концентрации многих 

провоспалительных факторов коррелирует с риском развития СД2Т (Hotamisligil et 

al., 1994; Spranger et al., 2003; Ivashkiv, 2018). 

Действие ФНОα, ИЛ-6 и ИЛ-1β на развитие ИР изучено наиболее подробно. 

Показано, что ФНОα снижает чувствительность к инсулину (Hotamisligil et al., 

1994), усиливает липолиз в адипоцитах и нарушает адипогенез (Stephens et al., 1997; 

Guilherme et al., 2008). ИЛ-1β тоже способствует ИР (Vandanmagsar et al., 2011; Wen 

et al., 2011). В ЖТ ИЛ-1β нарушает передачу сигнала в инсулиновом каскаде 

(Lagathu et al., 2006; Stienstra et al., 2010). Кроме того, ИЛ-1β нарушает секрецию 

инсулина в поджелудочной железе, способствуя развитию СД2Т (Eguchi et al., 

2012). Данные о действии ИЛ-6 на ИР противоречивы. В некоторых исследованиях 
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сообщается об индукции ИР под действием ИЛ-6. В то время как в других 

предполагается, что ИЛ-6 оказывает инсулиноподобное действие и усиливает 

чувствительность к инсулину (Carey et al., 2006; Franckhauser et al., 2008).  

Механизмы регуляции метаболизма адипоцитов под действием 

провоспалительных цитокинов наиболее подробно описаны для ФНОα. В 

адипоцитах ФНОα вызывает ИР (Uysal et al., 1998; Sethi et al., 2000), активацию 

липолиза (Zhang et al., 2002a) и нарушение адипогенеза (Xu et al., 1999; Cawthorn et 

al., 2007). ФНОα действует через рецепторы 1 и 2 типа и рекрутирует сигнальный 

комплекс рецептора ФНОα I (TNF-RSCI) (Liu et al., 1998; Cawthorn et al., 2008). 

Сигналинг через TNF-RSCI приводит к активации MAPK (IKKβ, JNK, Erk и p38), 

осуществляющих ингибиторное серин-треониновые фосфорилирование IRS.  

Кроме того, ФНОα может нарушать передачу сигнала от инсулинового рецептора 

и подавлять вход глюкозы в адипоцитах через высвобождение Ca2+ из ЭПР. 

Показано, что ФНОα активирует экспрессию рецепторов инозитолтрифосфата, что 

приводит к повышению концентрации Ca2+ и активации Ca2+/кальмодулин-

зависимой протеинкиназы II, ингибирующей инсулиновый сигнальный каскад 

(Guney et al., 2021).  

Кроме влияния на инсулиновую чувствительность ФНОα осуществляет 

метаболическое репрограммирование клеток за счет влияния на транскрипционные 

факторы. Под действием ФНОα в адипоцитах активируются факторы 

транскрипции NFκB, AP-1, ATF2, CEBPα, энхансер фактора 2 миоцитов, белок, 

связывающий элементы ответа цАМФ (CREB) и подавляется экспрессия PPAR и 

LXR (Guilherme et al., 2008). В результате, ФНОα снижает экспрессию целого ряда 

белков метаболизма адипоцитов, включая GLUT4, HSL, ацил-КоА-синтазу 

длинноцепочечных ЖК и другие ферменты липолиза и липогенеза.  

В связи с тем, что хроническое латентное воспаление при ожирении вызывает 

значительные изменения в метаболизме белой ЖТ, не удивительно, что оно 

затрагивает бурую и бежевую ЖТ и их термогенную функцию. Во-первых, 

провоспалительные стимулы могут нарушать чувствительность бурых адипоцитов 
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к инсулину. Поглощение глюкозы необходимо для термогенеза, поскольку глюкоза 

выступает в качестве источника энергии, восполняет промежуточные продукты 

ЦТК и ЖК для термогенеза (Villarroya et al., 2018). Показано, что инсулин-

индуцированное поглощение глюкозы нарушено в бурой ЖТ при ожирении 

(Pénicaud et al., 1987; Orava et al., 2011; Orava et al., 2013). Механизмы развития ИР 

бурых адипоцитов под действием ФНОα сходны с механизмами в белых жировых 

клетках и включают серин/треониновое фосфорилирование IRS, образование 

церамидов, активацию протеинфосфатазы-2, инактивацию Аkt (Lorenzo et al., 2008; 

Nieto-Vazquez et al., 2008). ФНОα также изменяет некоторые неинсулинзависимые 

механизмы захвата глюкозы. Например, он нарушает поглощение глюкозы, 

опосредованное активацией GLUT1 в бурых адипоцитах (Díaz-Delfín et al., 2012). 

Провоспалительные стимулы влияют на чувствительность не только к инсулину, 

но и к другим важным метаболическим регуляторам. Известно, что при ожирении 

развивается резистентность адипоцитов к катехоламинам. Нарушение передачи 

сигнала от β3-адренорецепторов может возникать вследствие гиперактивации 

фосфодиэстеразы PDE3B, катализирующей деградацию цАМФ. Показано, что 

активация рецептора ФНОα в адипоцитах вызывает резистентность к 

катехоламинам через фосфорилирование PDE3B стресс-активируемой киназой 

IKKε (Mowers et al., 2013). ФНОα также снижает экспрессию β3-адренорецепторов 

за счет деградации их транскрипционных активаторов (Valentine et al., 2022). 

Вероятно, вследствие снижения чувствительности к катехоламинам активация 

воспаления оказывает негативный эффект на дифференцировку бежевых 

адипоцитов. В дополнение к метаболическим эффектам, провоспалительные 

цитокины влияют и на термогенную активность. Показано, что ФНОα и другие 

провоспалительные факторы подавляет экспрессию UCP1 в ЖТ худых мышей 

(Goto et al., 2016; Sakamoto et al., 2016; Nøhr et al., 2017; Sánchez-Infantes et al., 2017; 

Okla et al., 2018). В итоге, хроническое воспаление при ожирении нарушает 

термогенную функцию ЖТ и снижает ее способность к утилизации избыточных 

энергетических субстратов, что дополнительно способствует накоплению липидов. 
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Таким образом, провоспалительный цитокин ФНОα, секретируемый в ЖТ при 

ожирении, нарушает адипогенную дифференцировку, чувствительность 

адипоцитов к гормонам, снижает утилизацию глюкозы в процессе липогенеза и 

термогенеза и стимулирует липолиз. Кроме того, продолжительная стимуляция 

ФНОα приводит к гибели адипоцитов, привлечению макрофагов и дополнительной 

активации воспаления. Индукция описанных патологических процессов нарушает 

запасающую и термогенную функции ЖТ, что увеличивает уровень глюкозы и 

свободных ЖК в крови, индуцируя эктопическое отложение липидов в 

периферических тканях и резистентность к инсулину в других инсулин-зависимых 

тканях и органах. Другие провоспалительные цитокины действуют на метаболизм 

и ИР сходным с ФНОα образом. Именно поэтому в последние десятилетия было 

проведено много клинических исследований эффективности подавления 

воспаления для борьбы с гипергликемией и СД2Т. 

1.7. Клиническое использование противовоспалительной терапии СД2Т 

Первые клинические данные о положительном эффекте противовоспалительной 

терапии сахарного диабета были получены с использованием салицилата натрия 

(Ebstein W., 1876), который оказывает антидиабетический эффект посредством 

ингибирования пути NFκB (Faghihimani et al., 2013; Goldfine et al., 2013). 

Проведенные клинические исследования дополняют доказательства роли 

хронического воспаления при СД2Т. 

В дальнейшем были проведены клинические исследования применения более 

специфичных противовоспалительных препаратов для коррекции гипергликемии: 

блокирующие антитела, специфичные к ФНОα (этанерцепт, инфликсимаб) и ИЛ-

1β (анакинра, канакинумаб). Исследования блокаторов ФНОα показали улучшение 

гликемии у лиц с ожирением, а также снижение частоты развития СД2Т у 

пациентов с аутоиммунными заболеваниями (Gonzalez-Gay et al., 2006; Solomon et 

al., 2011; Antohe et al., 2012; Timper et al., 2013). С другой стороны, недавнее 

исследование эффективности ингибирования ФНОα при СД2Т не показало 

снижение гликемии (Ruscitti et al., 2019).  
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Наиболее оптимистичные результаты наблюдаются в исследованиях 

ингибирования воспаления при СД2Т с использованием блокаторов сигналинга 

ИЛ-1. Снижение активности ИЛ-1β за счет нейтрализующих антител показало 

возможность улучшать секреторную функцию β-клеток, снижать гликемию и 

уровень гликирования белков при СД2Т, а также предотвращать развитие диабета 

при ожирении (Asseldonk van et al., 2011; Cavelti-Weder et al., 2012; Rissanen et al., 

2012; Poppel van et al., 2014; Everett et al., 2018; Ruscitti et al., 2019). Важнейшим 

результатом клинических исследований с использванием блокатора ИЛ-1β 

(канакинумаба) является снижение развития сердечно-сосудистых осложнений при 

СД2Т (Ridker et al., 2017). С другой стороны, при длительном блокировании ИЛ-1β 

у пациентов с СД2Т эффект препарата на гликемию ослабевал (Everett et al., 2018). 

Хотя исследование канакинумаба продемонстрировало общую безопасность 

длительного ингибирования ИЛ-1β, у пациентов с тяжелыми инфекциями 

антагонизм ИЛ-1β был связан с более высокой частотой летальных инфекций, что 

требует осторожности при применении у пациентов из группы риска.  

Таким образом, современные стратегии противовоспалительной терапии СД2Т, 

направленные на ингибирование действия провоспалительных цитокинов, 

показали недостаточную эффективность и существенные ограничения в сравнении 

с другими препаратами. Возможно, низкая эффективность противовоспалительной 

терапии связана с тем, что провоспалительные цитокины действуют 

преимущественно на тканевом уровне, и блокирующие антитела не проникают в 

ЖТ в достаточной степени, чтобы полностью их связывать (Velikova et al., 2021). 

Дальнейшие исследования специфического действия медиаторов воспаления в ЖТ 

необходимы для выявления новых мишеней подавления воспаления при ожирении.  

Один из новых экспериментальных подходов к терапии ИР и СД2Т относится к 

использованию противовоспалительных инсулин-сенситизирующих медиаторов 

(Satapati et al., 2017; Lee et al., 2021; Son et al., 2021). В нашем исследовании мы 

рассматриваем механизмы действия противовоспалительного цитокина ИЛ-4, 
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который является регулятором метаболизма инсулин-зависимых тканей и может 

быть перспективной мишенью для разработки терапии ИР и СД2Т в будущем. 

1.8. Роль противовоспалительного цитокина интерлейкина-4 в регуляции 

энергетического метаболизма  

ИЛ-4 представляет собой противовоспалительный цитокин Th2-типа, занимающий 

центральную роль в антигельминтном иммунном ответе, патогенезе аллергических 

реакций, разрешении острого воспаления и заживлении ран. ИЛ-4 влияет на 

функцию различных иммунных клеток, включая макрофаги (пролиферация и 

поляризация), Т-клетки (экспансия, дифференцировка, продукция цитокинов) и В-

клетки (переключение класса изотипов антител). Продукцию ИЛ-4 в основном 

осуществляют Т-хелперы 2 типа и эозинофилы, а также базофилы, тучные клетки 

и NKТ-клетки (Moqbel et al., 1995; Moro et al., 2010; Neill et al., 2010; Saenz et al., 

2010; Junttila, 2018).  

ИЛ-4 передает сигналы через специфические трансмембранные рецепторы типа I 

или типа II. Рецептор типа I состоит из связывающей α-субъединицы массой 140 

кДа (IL-4Rα) и γ-цепи рецептора ИЛ-2 (γc) (Nelms et al., 1999). Рецептор типа II 

образуется при образовании комплекса IL-4Rα с цепью IL-13Rα1 рецептора ИЛ-13 

(IL-13Rα1) (Zhang et al., 2002b; Junttila et al., 2008; Gandhi et al., 2014; Richter et al., 

2017). В негемопоэтических клетках экспрессия IL-13Rα1 преобладает над γc. ИЛ-

4 активирует внутри клеток связывание киназ JAK (Janus-киназы) с субъединицами 

рецепторов: JAK3 с γc, JAK1 с IL-4Rα или Tyk2, JAK2 с IL-13Rα1. Киназы JAK 

фосфорилируют остатки тирозина в IL-4Rα. Фосфорилированные остатки тирозина 

во внутриклеточных доменах IL-4Rα служат сайтами связывания для SH2-доменов 

внутриклеточных сигнальных молекул (Nelms et al., 1999) STAT6 и IRS, которые, 

в результате, тоже подвергаются фосфорилированию (Heller et al., 2008). После 

фосфорилирования молекулы STAT6 димеризуются и перемещаются в ядро, где 

они связываются со специфическими последовательностями ДНК. Молекулы IRS, 

также как и при активации инсулинового рецептора (раздел 1.2), активируют 

сигнальные пути PI3K, Akt и mTOR (Gadani et al., 2012), что позволяет 
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предположить взаимную регуляцию между сигнальными каскадами инсулина и 

ИЛ-4. 

Начало изучения ИЛ-4 в контексте влияния на метаболизм было положено с 

открытием ассоциации однонуклеотидных замен в генах ИЛ-4 и его рецептора с 

СД2Т и уровнем липопротеидов высокой плотности в крови (Chang et al., 2012b). 

Кроме того, во многих исследованиях in vivo было показано влияние ИЛ-4 на 

системный углеводный и липидный метаболизм. ИЛ-4 повышает чувствительность 

к инсулину и толерантность к глюкозе при низко- и высокожировой диетах, 

способствует снижению накопления липидов в ЖТ, а также снижает концентрацию 

инсулина, холестерина и ТАГ в крови в модели ожирения (Ricardo-Gonzalez et al., 

2010; Wu et al., 2011; Chang et al., 2012a; Lee et al., 2017b).  

Описанные эффекты ИЛ-4 на системный энергетический гомеостаз 

осуществляются за счет влияния цитокина на метаболизм инсулинзависимых 

тканей и органов. Во-первых, показано, что ИЛ-4 переключает метаболизм печени 

с окисления ЖК на окисление глюкозы через регуляцию транскрипционных 

факторов STAT6 и PPARα в гепатоцитах (Ricardo-Gonzalez et al., 2010). Помимо 

этого, ИЛ-4 может оказывать влияние на миогенез в скелетных мышцах и способен 

повышать чувствительность к инсулину и активность поглощения глюкозы в 

миобластах (Chang et al., 2019). 

Механизмы действие ИЛ-4 на метаболизм ЖТ вначале рассматривались с позиции 

изменения ее воспалительного статуса и инфильтрации антивоспалительными 

иммунными клетками. ИЛ-4 является важнейшим активатором М2-макрофагов, 

которые способны снижать уровень воспаления в ЖТ за счет секреции 

антивоспалительных факторов, включающих ИЛ-10, антагонист рецептора ИЛ-1, 

полиамины и экзосомы с регуляторными РНК (Phu et al., 2022). Более того, М2-

макрофаги способствуют продукции катехоламинов и активации липолиза, β-

окисления ЖК и диссипации полученной энергии в процессе термогенеза в 

адипоцитах, что предотвращает гипертрофию и избыточное накопление ТАГ 

(Nguyen et al., 2011; Xie et al., 2022). 
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В более поздних работах было обнаружено, что ИЛ-4 может влиять на метаболизм 

ЖТ, воздействуя непосредственно на адипоциты и их предшественники. Во-

первых, ИЛ-4 активирует экспрессию инсулин-сенситизирующих адипокинов, 

таких как GDF15 (фактор роста и дифференцировки 15) и FGF21 (фактор роста 

фибробластов 21) (Lee et al., 2017b). С другой стороны, ИЛ-4 может влиять на 

метаболизм адипоцитов. В жировых клетках ИЛ-4 увеличивает продукцию цАМФ, 

который затем повышает ПКА-зависимое фосфорилирование HSL и перилипина, 

что приводит к активации липолиза (Tsao et al., 2014; Shiau et al., 2019). В 

преадипоцитах ИЛ-4 снижает способность к адипогенезу по STAT6-зависимому 

механизму, а также может влиять на экспрессию мастер-регулятора адипогенеза 

PPARγ (Wu et al., 2011; Tsao et al., 2014). Таким образом, ИЛ-4 может приводить к 

уменьшению накопления липидов в жировой ткани за счет подавления 

дифференцировки новых адипоцитов и активации расщепления уже 

существующих ЛК в ходе липолиза. Парадоксально, но описанные эффекты на 

жировую ткань зачастую связаны с ИР, так как липолиз и нарушение образования 

адипоцитов приводят к эктопическому отложению липидов. Предположительно, 

высвобождающиеся под действием ИЛ-4 ЖК могут использоваться для получения 

энергии, затрачиваемой затем в процессе термогенеза либо локомоторной 

активности (Ricardo-Gonzalez et al., 2010; Qiu et al., 2014; Choi et al., 2020). 

Действительно, существуют работы, демонстрирующие, что ИЛ-4 играет важную 

роль в индукции образования бежевой ЖТ.  Кроме того, до конца не изучено, 

осуществляется этот эффект за счет влияния на преадипоциты или за счет 

трансдифференцировки белых адипоцитов (Qiu et al., 2014; Lizcano et al., 2017; Lin 

et al., 2020). С другой стороны, существуют работы, подвергающие сомнению 

активацию термогенеза под действием Th2-цитокинов (Fischer et al., 2017). 

Не смотря на большое количество работ, роль и механизмы действия ИЛ-4 на 

энергетический метаболизм жировых клеток изучен недостаточно. Чтобы 

предположить возможные механизмы, мы проанализировали литературу о влиянии 

ИЛ-4 на метаболизм иммунных клеток (Stark et al., 2019; Lin et al., 2021). Например, 

В-клетки, стимулированные ИЛ-4, претерпевают значительные метаболические 
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изменения. ИЛ-4 вызывает увеличение потребления глюкозы для синтеза 

нуклеотидов, а также повышает скорость окислительного фосфорилирования и 

метаболизма глутамина. Механизмы влияния ИЛ-4 на метаболизм В-клеток 

включают активацию поли-АДФ-рибозополимеразы 14 и STAT6, которые 

повышают экспрессию GLUT1 и ферментов ЦТК. Дифференцировка Th2-

лимфоцитов при стимуляции ИЛ-4 сопровождается сходными метаболическими 

изменениями: происходит активация гликолиза и окислительного 

фосфорилирования за счет активации mTORC2 и ГТФазы RhoA. Помимо 

метаболизма глюкозы, также было обнаружено, что ИЛ-4 увеличивает поглощение 

ЖК Th2 клетками и их окисление вследствие увеличения экспрессии CPT1α. 

Регуляция липидного метаболизма осуществляется через mTORC1 и PPARγ 

(O’Neill et al., 2016; Ip et al., 2017). Таким образом, в иммунных клетках ИЛ-4 

активирует катаболические процессы, способствующие утилизации глюкозы и ЖК. 

Мы предполагаем, что ИЛ-4 может регулировать окислительный метаболизм 

адипоцитов так же, как и в иммунных клетках, но, возможно, через другие 

сигнальные механизмы. Исследование метаболического действия ИЛ-4 в жировых 

клетках позволит расширить понимание взаимосвязей метаболизма и иммунитета, 

что имеет высокую фундаментальную и практическую значимость. 

Заключение  

Противовоспалительный цитокин ИЛ-4 положительно влияет на системный 

метаболизм и инсулиновою чувствительности. Позитивное действие ИЛ-4 в 

контексте метаболических заболеваний, вызванных ожирением, сопряжено с 

влиянием как на иммунные клетки, так и на инсулин-зависимые клетки: 

адипоциты, миоциты и гепатоциты. Наиболее выраженное действие ИЛ-4 

наблюдается в ЖТ, так как он способен изменять липидный метаболизм и 

регулировать дифференцировку адипоцитов. Мы предполагаем, что системные 

эффекты ИЛ-4, выраженные в предотвращении гипергликемии и дислипидемии, 

связаны с влиянием на метаболизм жировых клеток. Ранее мы показали, что ИЛ-4 

активирует поглощение глюкозы, но дальнейшее включение глюкозы в 
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метаболические пути, механизмы регуляции и функциональная значимость этих 

процессов не изучены. Кроме того, действие ИЛ-4 на липолиз сходно с действием 

провоспалительных цитокинов, но не сопряжено с эктопическим отложением 

липидов. Вероятно, ИЛ-4 способствует расходованию не только глюкозы, но и ЖК 

в адипоцитах. Исследование влияния ИЛ-4 на углеводный и липидный метаболизм 

адипоцитов, на утилизацию высокоэнергетических субстратов позволит выявить 

новые перспективные направления для предотвращения нарушения метаболизма 

при ожирении.    

ИЛ-4 является перспективным цитокином для разработки новых подходов к 

лечению осложнений ожирения. Трансляция ИЛ-4 в клинические исследования 

ограничивается плейотропностью действия этого цитокина: ИЛ-4 является 

активатором фиброза и аллергических реакций. Однако, разработка способов 

целевого воздействия ИЛ-4 на ЖТ может помочь избежать нежелательных 

явлений. Этого можно добиться с помощью инъекций в ЖТ, генной и клеточной 

терапии, а также с помощью частиц с контролируемым высвобождением цитокина 

(Patra et al., 2018; Deckers et al., 2023). Генная терапия на основе активации 

экспрессии цитокинов наиболее активно разрабатывается в иммунотерапии 

онкологических заболеваний, при которых экспрессия провоспалительных 

цитокинов способствует элиминированию клеток опухоли (Liu et al., 2010; Lan et 

al., 2021; Rossari et al., 2023). На основе данных исследований возможна разработка 

антивоспалительной генной терапии для коррекции метаболизма. В настоящее 

время существует большое разнообразие генетических векторов для доставки 

генов в определенные типы клеток. Наиболее перспективными являются 

аденовирусные, аденоассоциированные, бакуловирусные и лентивирусные 

конструкции. Кроме того, возможна комбинация генной и клеточной терапии, при 

которой модифицированные клетки или продукты их секреции трансплантируют в 

ЖТ.  

В заключение, для разработки новых терапевтических подходов в области 

ожирения и метаболических заболеваний необходимо исследование механизмов 

действия инсулин-сенситизирующих факторов. Противовоспалительный цитокин 
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ИЛ-4 показал эффективность репрограммирования метаболизма и восстановления 

чувствительности к инсулину в моделях in vivo. Понимание тканеспецифических 

механизмов действия ИЛ-4 может быть использовано для разработки безопасной и 

эффективной противовоспалительной терапии метаболических заболеваний в 

будущем.  
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалы 

Для клеточных работ: культура клеток 3T3-L1 (CL-173, ATCC, США), среда 

ДМЕМ с концентрацией глюкозы 4,5 г/л (#G4510, Servicebio, Китай); 

эмбриональная бычья сыворотка (ФБС, #SV30160.03, Cytiva, США); сыворотка 

новорожденных телят (#LTNBCS-500, LT Biotech, Литва) антибактериальный агент 

PenStrep (#15240062, Gibco, США), раствор 0,25% трипсин-ЭДТА (#25200056, 

Gibco, США); раствор Версена (#P080п ПанЭко, Россия), культуральный пластик 

(Corning, США).  

Индукторы адипогенной дифференцировки: изобутилметилксантин (#I5879, 

Sigma, США), дексаметазон (#D1756, Sigma, США), розиглитазон (#R2408, Sigma, 

США), инсулин (#I9278, Sigma, США). Рекомбинантный ИЛ-4 мыши (#P00196, 

Solarbio, Китай). 

Для измерения поглощения и метаболизма глюкозы адипоцитами: дезокси-D-

глюкоза, 2-[1.2-3H(N)]- (#NET328A001MC, PerkinElmer, США), 2-дезоксиглюкоза 

(#D8375, Sigma, США), сцинтилляционная жидкость (#158726, Beckman Ready-

Solv HP, США), 14С-глюкоза (#ARC0122G; American Radiolabeled Chemicals, 

США). 

Для работы с бактериальными культурами: бактотриптон (#211705, BD Biosciences, 

США), дрожжевой экстракт (#212750, BD Biosciences, США). 

Для иммуноблоттинга: блокирующий агент ECL Prime blocking agent (#RPN418V, 

GE Healthcare, США), субстрат для пероксидазы Supersignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (#1856135, Thermo Scientific, США), обезжиренное 

сухое молоко (#A0830 0500, Applichem, Германия). 

Первичные антитела для иммуноблоттинга и иммуноцитохимии: anti-pAkt-Thr-308 

(#9275, Cell Signaling, США), anti-pAkt-Ser-473 (#4060, Cell Signaling, США), anti-

pIRS1-Tyr-612 (#448164, Thermo Scientific, США), anti-STAT6 (#ab32520, Abcam, 

США) anti-Akt (#164148, Abcam, США), anti-vinculin (#18058, Abcam, США), anti-

UCP1 (#A5857, Abclonal, Китай), anti-Opa1(ab42364, Abcam, США), anti-TOMM20 
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(#78547, Abcam, США), anti-Ces1d (#K110052P, Solarbio, Китай), anti-

FSP27(#ABC300, Merck, Германия), anti-G0S2 (#A9970, Abclonal, Китай), Total 

OxPhos antibody cocktail (#ab110413, Abcam, США). Вторичные антитела: anti-

rabbit IgG goat polyclonal IgG, конъюгат с пероксидазой Horseradish sp. (#7074, Cell 

Signaling, США), anti-mouse IgG donkey polyclonal IgG, конъюгат с пероксидазой 

Horseradish sp. (#115-035-146, Jackson Immuno Research, Великобритания). 

Флуоресцентные зонды для прижизненной визуализации клеток: BODIPY 493/503 

(#D3922, Thermo Scientific, США), ERthermAC (#SCT057, Sigma, США). 

Методы 

2.1. Культивирование клеток 3T3-L1  

Клетки 3T3-L1 культивировали в стерильных условиях при 37°С и 5% СО2 в 

инкубаторе (BINDER CB E3, Германия) в среде ДМЕМ с высоким содержанием 

глюкозы (4,5 г/л) с добавлением антибактериального агента PenStrep (смесь 

антибиотиков пенициллина (10000 ед/л) и стрептомицина (100 мкг/л)) и 10% 

сыворотки новорожденных телят. Для пересева клеток 3T3-L1 использовали 

промывку раствором Версена и инкубацию в 0,25% растворе трипсин-ЭДТА. 

Клетки пересаживали при достижении 70 – 90% конфлюэнтности в количестве 400 

тысяч клеток на чашку диаметром 100 мм. 

2.2. Адипоцитарная дифференцировка клеток 3T3-L1 

Адипоцитарную дифференцировку осуществляли по протоколу (Zebisch et al., 

2012), 2012. Клетки культивировали в стандартных условиях в 6-луночных 

планшетах до 100% конфлюэнтности. Затем среду заменяли на ДМЕМ с 10% ФБС 

на 48 ч. Адипогенез стимулировали в течение 4 дней с помощью 

изобутилметилксантина 0,5 мМ, дексаметазона 1 мкМ, розиглитазона 2 мкМ и 

инсулина 100 нМ. После завершения индукции адипогенной дифференцировки 

клетки культивировали в течение 4 дней в стационарной среде ДМЕМ с 10% ФБС. 

После завершения дифференцировки зрелые адипоциты стимулировали ИЛ-4 в 

течение 24 ч и проводили дальнейшие эксперименты. 
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2.3. Оценка накопления липидов и морфологии липидных капель 

Клетки линии 3T3-L1 дифференцировали, как описано в пункте 2.2. После 

завершения протокола адипогенной дифференцировки проводили окрашивание 

клеток липофильным красителем BODIPY493/503 (1мкг/мл) в течение 30 мин в 

инкубаторе. После связывания флуоресцентного зонда клетки промывали 

раствором фосфатно-солевого буфера (ФСБ). Прижизненную визуализацию клеток 

проводили в среде ДМЕМ без фенолового красного на конфокальном микроскопе 

Leica Stellaris 5 (Leica, Германия) в камере с контролем CO2 и температуры (Okolab, 

США). Флуоресценцию детектировали при длине волны возбуждения 490 нм и 

эмиссии при 500-600 нм. Размер и количество ЛК анализировали в программе FIJI 

(США) по протоколу Exner и соавторов (Exner et al., 2019).  

2.4. Оценка активности термогенеза в адипоцитах  

Зрелые адипоциты окрашивали термочувствительным красителем ERthermAC (250 

нМ) в течение 30 мин в инкубаторе. После связывания флуоресцентного зонда 

клетки промывали раствором ФСБ. Прижизненную визуализацию клеток 

проводили в среде ДМЕМ без фенолового красного на конфокальном микроскопе 

Leica Stellaris 5 (Leica, Германия) при 5% CO2 и 25oC. Флуоресценцию 

детектировали при длине волны возбуждения 555 нм и эмиссии при 565-700 нм. 

Для определения активации термогенеза под воздействием стимуляции 

рассчитывали относительное изменение флуоресценции ERthermAC по формуле: 

А = (F0-Ft)/F0, где F0 - интенсивность флуоресценции в контрольных клетках, Ft - 

интенсивность флуоресценции после стимуляции клеток ИЛ-4 и ингибиторами 

липолиза в течение 1 ч. 

2.5. Измерение поглощения глюкозы адипоцитами 3T3-L1 

Адипоциты, стимулированные ИЛ-4 24 ч, инкубировали 10 мин в среде ДМЕМ без 

глюкозы, содержавшей 10 мкМ 2-дезоксиглюкозы и 0,2 мкКи/мл 3Н-2-

дезоксиглюкозы. Клетки промывали холодным ФСБ, лизировали в RIPA-буфере 

(50 мМ Tris-HCl с рН 8,0, 150 мМ NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% дезоксихолата 
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натрия, 0,1% додецилсульфата натрия) и анализировали методом жидкостной 

сцинтилляции на счетчике RackBeta (LKB Wallac, Швеция).  

2.6. Анализ метаболизма 14С-меченой глюкозы в адипоцитах 

Для анализа включения глюкозы в липидный метаболизм использовали препарат 

глюкозы, меченной с помощью изотопа 14С по всем атомам углерода. Для 

определения скорости липогенеза зрелые адипоциты культивировали в среде 

ДМЕМ, 4,5 г/л глюкозы, 10% ФБС, 0,2 мкКи/мл 14C-глюкозы в присутствии или в 

отсутствие 100 нМ инсулина в течение 24 часов. После инкубации клетки 

промывали ФСБ, лизировали в RIPA буфере и экстрагировали липиды, как описано 

ниже в разделе 2.7. Для оценки скорости липолиза адипоциты предварительно 

инкубировали в среде ДМЕМ, 4,5 г/л глюкозы, 10% ФБС, 0,2 мкКи/мл 14C-глюкозы, 

100 нМ инсулина в течение 24 часов для включения атомов 14C в ТАГ. После этого 

клетки промывали 3 раза ФСБ, инкубировали в среде ДМЕМ без сыворотки в 

течение 4 часов, после чего стимулировали липолиз в присутствии 100 мкМ 

изопротеренола в течение 24 часов. Для ингибирования липолиза использовали 

орлистат (панспецифический ингибитор липаз, 20 мкМ; #S1629, Selleckchem, 

США) и атглистатин (ингибитор ATGL, 10 мкМ; #S7364, Selleckchem, США). 

После инкубации собирали кондиционированную среду клеток для измерения 

секреции метаболитов и экстрагировали липиды из адипоцитов, как описано ниже 

в разделе 2.7. 

2.7. Омыление и экстракция липидов 

Экстракцию липидов из лизатов адипоцитов проводили по методу Фолча с 

модификациями (Reis et al., 2013). 100000 клеток собирали в 500 мкл RIPA-буфера, 

добавляли 500 мкл смеси хлороформ/метанол (2:1) и инкубировали при 

постоянном встряхивании в течение 10 мин. Образцы центрифугировали при 9000 

g в течение 5 мин для образования двухфазного раствора. Нижнюю фазу 

(хлороформ), содержавшую липиды отбирали и высушивали в токе азота. 

Экстракцию липидов из лизатов проводили дважды. 
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Для измерения 14С-метки в ЖК и глицерине из ТАГ проводили омыление липидной 

фракции. Омыление осуществляли, как описано ранее (Lund et al., 2018), с 

существенными изменениями. Липидные экстракты растворяли в 400 мкл 30% 

водного раствора КОН и нагревали при 70°С в течение 10 мин. После этого 

добавляли 400 мкл 95% этанола и смесь нагревали при 70°С в течение 2 ч при 

периодическом встряхивании. После охлаждения доводили рН раствора до 

значений 3-4 с помощью 6М HCl и экстрагировали жирные кислоты в 2 мл 

петролейного эфира. Водная фракция содержала преимущественно глицерин, 

полученный из ТАГ, тогда как органическая фаза содержала ЖК. Содержание 14C 

в выделенных фракциях анализировали методом жидкостной сцинтилляции на 

счетчике RackBeta LKB. 

2.8. Тонкослойная хроматография 

Для анализа липидного состава лизатов клеток 3T3-L1 и проб после омыления 

липидов проводили тонкослойную хроматографию на пластинах с силикагелем 

(#5721, Merck, Германия). При хроматографии использовали следующие 

стандарты веществ: триолеат (#37086, Serva, Германия), олеиновая кислота, 

(#364525, Sigma-Aldrich, США) и глицерол (#G5516, Sigma-Aldrich, США). 

Образцы и стандарты, растворенные в хлороформе, наносили на пластины в объеме 

10 мкл. Для анализа гидрофобных метаболитов использовали подвижную фазу, 

состоящую из петролейного эфира : диэтилового эфира : уксусной кислоты в 

соотношении 80:20:1 по объему. Для анализа содержания глицерина в качестве 

подвижной фазы использовали раствор хлороформ : метанол 3:1. Детекцию 

липидов на хроматограмме проводили путем инкубации в парах йода. 

Хроматограммы для детекции глицерина проявляли с помощью раствора KMnO4 в 

1M KOH. Определение значений коэффициента подвижности Rf проводили в 

программе Sorbfil TLC Videodensitometer (версия 2.3.0.2911, Россия). Для оценки 

включения 14C в различные липиды носитель в областях детекции ТАГ, ЖК, 

эфиров холестерина собирали с помощью скребка, помещали в сцинтилляционную 

жидкость и анализировали радиоактивность. 
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2.9. Оценка активности гликолиза и митохондриального дыхания 

Оценку активности гликолиза и окислительного фосфорилирования в адипоцитах, 

стимулированных ИЛ-4 проводили на анализаторе метаболизма Seahorse XFe96 

(Agilent, США) по модифицированному протоколу производителя XF Cell Mito 

Stress Test. После стимуляции адипоцитов ИЛ-4 среду заменяли на Seahorse XF 

ДМЕМ, pH 7.4 с добавлением 4,5 г/л глюкозы и 1мМ пирувата или с добавлением 

4,5 г/л глюкозы и 100 мкМ комплекса пальмитата с БСА, полученного по методике 

(Svedberg et al., 1990). В клетках осуществляли измерение скорости потребления 

кислорода и скорости снижения внеклеточного рН в базальных условиях, после 

добавления разобщителя внутренней мембраны митохондрий (FCCP – карбонил 

цианидтрифторметоксифенилгидразон) и ингибиторов I и III комплексов 

дыхательной цепи ротенона и антимицина А. После анализа клетки фиксировали 

4% раствором параформальдегида, окрашивали цитоплазму кристаллическим 

фиолетовым, проводили его экстракцию и нормировали полученные данные на 

количество экстрагированного красителя. Полученные зависимости поглощения 

кислорода от добавления ингибиторов позволили рассчитать базальное 

митохондриальное поглощение кислорода, максимальную скорость потребления 

кислорода при разобщении внутренней мембраны и вклад немитохондриального 

поглощения.  

2.10. Анализ экспрессии белков и активности сигнальных каскадов методом 

иммуноблоттинга   

После стимуляции ИЛ-4 клетки промывали холодным ФСБ и лизировали на льду в 

RIPA-буфере с добавлением ингибиторов протеаз (Соmpletу Protease Inhibitor 

Cocktail, #04693116001, Roche, Швейцария) и фосфатаз (5 мМ Na3VO4, 10 мМ NaF, 

20 мМ Na4P2O7). Образцы гомогенизировали шприцем (BD Micro-fine Plus, 1 мл, 

29G), центрифугировали 15 мин при 15000g, +4°С, супернатант отделяли от осадка 

и флотирующих липидов. В полученных образцах определяли концентрацию 

белка, используя Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, США), по 

протоколу производителя. Затем готовили пробы в буфере для образцов для 
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электрофореза по методу Лэммли, осуществляя нагревание при 56оС в течение 20 

мин. Образцы наносили на 10% полиакриламидный гель с расчетом 20 мкг белка 

на дорожку и проводили электрофорез в денатурирующих условиях по Лэммли 

(Laemmli, 1970). 

После электрофоретического разделения осуществляли влажный электроперенос 

белков на PVDF мембрану, активированную в 96% этаноле. Процесс проводили в 

буфере для переноса (25 мМ Трис, 192 мМ глицина, 0,04% ДСН, 20% этанол) в 

течение 18 часов при 100 мА на прибор. Затем мембрану блокировали 4 часа при 

комнатной температуре в 5% растворе блокирующего агента ECL Prime Blocking 

agent. После этого мембраны инкубировали с первичными антителами в 

разведении 1:1000 при +4оС в течение ночи. Мембрану отмывали в TBST 3 раза по 

10 минут и инкубировали со вторичными антителами, конъюгированными с 

пероксидазой хрена, в разведении 1:10000 в 1% растворе обезжиренного молока в 

течение 60 минут при комнатной температуре. Затем отмывали мембрану в TBST 

3 раза по 10 минут и проводили хемилюминесцентное окрашивание мембраны 

субстратом Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate. 

Хемилюминесценцию детектировали в гель-документирующей системе Infinity 

3000 WL/LC (Vilber Lourmat, Франция). Для измерения тотального уровня 

анализированных белков мембраны стриппировали в 20 мМ Трис буфере с рН 8,0, 

содержащем 6 М гуанидин хлорид, 0,2% NP-40, 0,1% β-меркаптоэтанол, в течение 

10 минут и инкубировали с антителами, специфичными к тотальным формам 

исследованных белков и к белку «домашнего хозяйства» винкулину. Результаты 

иммуноблоттинга анализировали в программе GelAnalyzer 2010a. Все 

использованные значения интенсивности хемилюминесценции находились в 

линейной области зависимости от времени экспозиции. 

2.11. Получение лентивирусных векторов 

Лентивирусные вектора получали для доставки в адипоциты генетических 

конструкций, кодирующих shРНК для подавления экспрессии STAT6, а также 
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конструкции для определения локализации транспортера глюкозы GLUT4 (#64049, 

Addgene, США).  

Последовательности shРНК клонировали в вектор pGreenPuro (#SI505A-1, SBI, 

США) по протоколу производителя. Для этого олигонуклеотиды, кодирующие 

прямую и обратную последовательности shРНК-STAT6 (Таблица 1), отжигали и 

проводили лигирование с плазмидой pGreenPuro, подвергнутой рестрикции по 

сайтам BamHI и EcoRI. Аналогичным методом получали контрольную плазмиду, 

кодирующую несмысловую последовательность shРНК неспецифичную к мРНК 

мыши (shSCR). Полученные плазмиды секвенировали в центре коллективного 

пользования “ГЕНОМ” Института молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта 

РАН. 
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Таблица 1. Олигонуклеотидные последовательности для клонирования shРНК. 

Название 

олигонуклеотида 

Последовательность 5’ - 3’ 

shSTAT6 прямой GTTCAGATGCTTTCTGTTATTCAAGAGATAACAGAAAGCATCT

GAACTTTTT 

shSTAT6 

обратный 

AAAAAGTTCAGATGCTTTCTGTTATCTCTTGAATAACAGAAAG

CATCTGAAC 

shSCR прямой ATCCGCGCGATAGTACGTATTTTCAAGAGAAATACGTACTATC

GCGCGGATTTTT 

shSCR обратный AAAAATCCGCGCGATAGTACGTATTTCTCTTGAAAATACGTAC

TATCGCGCGGA 

Для образования вирусных частиц проводили кальций-фосфатную трансфекцию 

HEK293T плазмидами-сборщиками pRSV-Rev, pMDLg/pRRE, pMD2.G и целевой 

плазмидой, кодирующей последовательность для доставки. Для этого раствор на 

основе 0,3М CaCl2, содержавший 7 мкг/мл pMDLg/pRRE, 5 мкг/мл pRSV-Rev, 3 

мкг/мл pMD2.G и 10 мкг/мл целевой плазмиды, тщательно перемешивали с 

буфером 2xHBS (40 мМ HEPES, 300 мМ NaCl, Na2HPO4 pH 7.1) и использовали для 

трансфекции клеток HEK293T при 70-80% конфлюэнтности культуры. Через 18 ч 

меняли среды на ДМЕМ, 10% ФБС. Через 24 часа кондиционированные среды 

собирали, центрифугировали при 1000g 10 мин, отбирали супернатант и 

замораживали вирусные стоки при -70оС. 

2.12. Лентивирусная трансдукция адипоцитов 3T3-L1 

Для трансдукции адипоцитов лентивирусные стоки смешивали со стандартной 

средой культивирования в соотношении 1:5 и добавляли 8 мкг/мл полибрена 

(#E1299, Selleckchem, США). Зрелые адипоциты 3T3-L1 культивировали в 

полученной смеси 6 ч, затем среды меняли на стационарную и через 48 часов 

проводили дальнейшие эксперименты. 
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2.13. Оценка транслокации транспортера глюкозы GLUT4 методом 

иммуноцитохимии 

Мембранную транслокацию инсулинозависимого переносчика глюкозы GLUT4 

анализировали с использованием генетической конструкции myc-GLUT4-mCherry. 

Анализ выполняли по методике, описанной ранее (Lim et al., 2015). Доставку 

конструкции myc-GLUT4-mCherry в адипоциты 3T3-L1 осуществляли с помощью 

лентивирусного вектора, что подробно описано в разделах 2.11 - 2.12. Адипоциты 

подвергали депривации от сыворотки в течение 4 ч, а затем стимулировали 100 нМ 

инсулина (положительный контроль) и 50 нг/мл ИЛ-4 в течение 1 ч. После этого 

клетки промывали и фиксировали в 4% растворе параформальдегида. Образцы 

инкубировали с 10% сывороткой козы в течение 1 ч при комнатной температуре, 

промывали ФСБ и инкубировали с антителами, специфичными к myc-тагу 

(разведение 1:100, #ab9106; Abcam, США) в течение 18 ч при +4°С. Образцы 

промывали и инкубировали с вторичными антителами, конъюгированными с Alexa 

Fluor488 (#A11034; Molecular Probes, США), в течение 1 ч при комнатной 

температуре. Полученные образцы визуализировали в среде Vectashield Antifade с 

4,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI; Vector Laboratories, США) методом 

конфокальной микроскопии на приборе Leica Stellaris 5 (Leica, Германия). По 

флуоресценции mCherry (возбуждение: 587 нм, эмиссия: 593 – 792 нм) 

продемонстрировали распределение всех молекул GLUT4. По флуоресценции 

Alexa488 (возбуждение: 499 нм, эмиссия: 504 – 587 нм) определяли количество 

GLUT4, экспонированного в плазматическую мембрану. 

2.14. Статистический анализ 

Для статистического анализа полученных результатов использовали программы 

Microsoft Excel и GraphPad Prism 8. Все эксперименты были проведены в 3 

биологических повторах, каждый из которых включал 3 репликата. При 

использовании микроскопии для каждого образца анализировали 

микрофотографии с 5 полей зрения. Данные на рисунках представлены как среднее 

+/- стандартная ошибка среднего. Для расчета достоверности различий 
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использовали двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA с апостериорным 

тестом Данна, принимая достоверными различия с уровнем значимости p < 0.05. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Влияние ИЛ-4 на поглощение и окисление глюкозы в адипоцитах 

Цитокины, секретируемые иммунными клетками и модулирующие 

воспалительные реакции, оказывают значительное влияние на энергетический 

метаболизм животных. К таким факторам относится противовоспалительный 

цитокин ИЛ-4, который не только является центральным звеном в 

антигельминтных и аллергических реакциях, но и регулирует системный 

энергетический гомеостаз. Известно, что ИЛ-4 повышает толерантность к глюкозе, 

предотвращает развитие ожирения и снижает уровни глюкозы и ТАГ в крови. В 

предыдущих работах в нашей лаборатории было показано, что ИЛ-4 активирует 

поглощение глюкозы в жировых клетках, а также повышает экспрессию белков 

окислительного метаболизма митохондрий (Стафеев Ю.С., ). Соответственно, мы 

сформулировали гипотезу о том, что ИЛ-4 может усиливать утилизацию глюкозы 

в адипоцитах в ходе окислительных процессов. В настоящей работе мы подробно 

исследуем метаболизм глюкозы в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4, а также 

анализируем механизмы регуляции поглощения глюкозы. 

Вначале, мы подтвердили результаты предыдущих исследований и показали, что 

ИЛ-4 активирует поглощение 3Н-2-дезоксиглюкозы в адипоцитах 3T3-L1 (Рис. 1 

А), что является показателем активности транспорта глюкозы. Глюкоза в 

адипоцитах может поступать в различные метаболические пути, включающие 

окисление в ходе гликолиза и ЦТК в митохондриях. 

Влияние ИЛ-4 на активность гликолиза и митохондриального окисления глюкозы 

в адипоцитах изучали на анализаторе метаболизма Seahorse XFe96. Показателем 

активности гликолиза служит скорость снижения рН среды культивирования при 

секреции продукта гликолиза лактата. Мы показали, что ИЛ-4 увеличивает 

активность гликолиза (Рис. 1 Б), так как он ускоряет снижение рН клеточной среды. 

Активность митохондрий определяли по скорости поглощения О2 клетками, затем 

добавляли разобщитель внутренней мембраны митохондрий (FCCP) для 

определения максимальной активности ЭТЦ при разобщении внутренней 



 
 

61 
 

мембраны. В конце эксперимента добавляли ингибиторы I и III комплексов ЭТЦ 

для оценки вклада немитохондриального поглощения О2 (Рис. 1 Г). По результатам 

анализа рассчитывали немитохондриальное, базальное и максимальное 

разобщенное поглощение кислорода по протоколу производителя XF Cell Mito 

Stress Test.  
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Рис. 1. Поглощение и окисление глюкозы в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4. А 

– оценка поглощения 3Н-2-дезоксиглюкозы методом жидкостной сцинтилляции; Б 

– определение активности гликолиза по скорости снижения рН 

кондиционированной среды; В – расчет активности базального (Баз.), 

максимального разобщенного (Макс.) и немитохондриального (Немитох.) 

поглощения О2; Г – поглощение О2 адипоцитами в ходе проведения анализа XF Cell 

Mito Stress Test; FCCP – карбонилцианидтрифторметоксифенил гидразон 

(разобщитель внутренней мембраны митохондрий), Р+А – ротенон и  антимицин А 

(ингибиторы комплексов I и III ЭТЦ); ** - р<0,01, * - р<0,05, n=5, ANOVA. 

Обнаружено, что ИЛ-4 повышает базальное, максимальное разобщенное и 

немитохондриальное поглощение кислорода в адипоцитах (Рис. 1 В). Рост 

базального поглощения свидетельствует об активации митохондриального 

окисления глюкозы, что может быть связано с повышением потребности 
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адипоцитов в АТФ или с разобщением внутренней мембраны митохондрий. 

Увеличение максимального разобщенного поглощения кислорода отражает 

возможности клетки дополнительно стимулировать митохондриальную 

активность при увеличении потребности в АТФ. Мы предположили, что ИЛ-4 

может обеспечивать активацию базальной и максимальной активности 

митохондрий за счет увеличения количества митохондрий, комплексов ЭТЦ или 

изменения митохондриальной динамики. Для этого мы оценивали экспрессию 

субъединиц комплексов I, II, IV ЭТЦ, АТФ-синтазы, а также белка транспортера 

наружной мембраны митохондрий ТОММ20 и регулятора динамики митохондрий 

Ора1 (Рис. 2). 
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Рис. 2. Анализ экспрессии митохондриальных белков в адипоцитах, 

стимулированных ИЛ-4. А – репрезентативный иммуноблоттинг; расчет 

относительной экспрессии белков ЭТЦ: Б – субъединицы NDUFB8 комплекса I, В 

– субъединицы SDHB комплекса II, Г – субъединицы UQCRC2 комплекса IV, Д – 

субъединицы ATP5A АТФ-синтазы; Е – расчет экспрессии белка Opa1 Ж – расчет 

экспрессии белка TOMM20; n=3. 

Мы показали, что ИЛ-4 не оказывает влияние на экспрессию исследованных 

субъединиц комплексов ЭТЦ и АТФ-синтазы (Рис. 2 А – Д). Также ИЛ-4 не влияет 
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на экспрессию ТОММ20, что является одним из показателей количества 

митохондрий в клетках. Экспрессия белка Ора1, регулирующего динамику 

митохондрий и форму крист, также не изменялась под действием ИЛ-4. Возможно, 

действие ИЛ-4 на окислительную активность митохондрий осуществляется не 

через транскрипционные, а посттрансляционные механизмы. 

Таким образом, мы убедительно показали, что ИЛ-4 регулирует окислительный 

метаболизм глюкозы в жировых клетках. Далее мы предложили и исследовали 

потенциальные сигнальные механизмы действия ИЛ-4 на поглощение и окисление 

глюкозы в адипоцитах. 

3.2. Оценка роли транскрипционного фактора STAT6 в регуляции 

поглощения глюкозы под действием ИЛ-4 

Канонический механизм действия ИЛ-4 в различных типах клеток заключается в 

активации транскрипционного фактора STAT6. В предыдущих работах мы 

показали, что ИЛ-4 способен активировать фосфорилирование и транслокацию 

STAT6 в ядро адипоцитов (Стафеев Ю.С., ). В настоящей работе мы исследовали, 

осуществляется ли регуляция метаболизма глюкозы в адипоцитах по STAT6-

зависимому механизму. С использованием shРНК мы получили адипоциты с 

подавленной экспрессией STAT6. По результатам иммуноблоттинга экспрессия 

STAT6 снижалась на 90% (Рис. 3 А). В качестве дополнительного контроля мы 

использовали несмысловую последовательность shРНК (shSCR). В адипоцитах с 

подавленной экспрессией STAT6 оценивали активацию поглощения глюкозы, 

гликолиза и митохондриального окисления (Рис. 3 Б - Д). 
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Рис. 3. Влияние ИЛ-4 на поглощение и окисление глюкозы в адипоцитах с 

подавленной экспрессией STAT6. А – оценка уровня экспрессии STAT6 в 

адипоцитах, экспрессирующих shРНК-STAT6 и несмысловую shРНК (shSCR); Б – 

оценка поглощения 3Н-2-дезоксиглюкозы; В – определение активности гликолиза 

по скорости снижения рН среды; Г – анализ активности митохондрий по 

поглощению О2; Д – расчет базального (Баз.), максимального (Макс.) и 

немитохондриального (Немитох.) поглощения О2; FCCP – карбонилцианид-п-

трифторметоксифенилгидразон (разобщитель внутренней мембраны 

митохондрий), Р+А – ротенон и  антимицин А (ингибиторы комплексов I и III 

ЭТЦ); * - р<0,05, ns - р>0,05 ANOVA. 

По результатам измерения поглощения неметаболизируемого аналога глюкозы мы 

обнаружили, что ИЛ-4 активирует его поглощение даже при сниженной экспрессии 

STAT6 (Рис. 3 Б). При этом, влияние ИЛ-4 на гликолиз и митохондриальную 

активность в отсутствие STAT6 снижалось (Рис. 3 В - Д), и стимуляция поглощения 

О2 под действием ИЛ-4 сохранялась только на уровне тенденции (р=0,01). Стоит 

отметить, что в пробах с shSCR действие ИЛ-4 снижалось в сравнении с клетками, 
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немодифицированными shРНК (Рис. 3 В, Д). Кроме того, трансдукция 

лентивирусными конструкциями, кодирующими shРНК, значительно 

активировала немитохондриальное поглощение О2 и снижала базальное и 

максимальное в сравнении с контрольными клетками (Рис. 3 Г, Д). Возможно, 

трансдукция адипоцитов с помощью лентивирусных конструкций с shРНК 

оказывает неспецифическое влияние на метаболизм адипоцитов, поэтому для 

исследования STAT6-зависимых механизмов регуляции окисления глюкозы 

необходима оптимизация метода ингибирования STAT6. Трансдукция shРНК не 

оказывала неспецифического влияния на поглощение глюкозы, поэтому мы 

сделали вывод, что ИЛ-4 активирует поглощение глюкозы по STAT6-

независимому механизму. 

3.3 Оценка регуляции инсулин-зависимых процессов под действием ИЛ-4 

Как описано в разделе 1.7, ИЛ-4 может регулировать несколько сигнальных путей, 

включающих фосфорилирование каркасных белков-субстратов инсулинового 

рецептора IRS1 и IRS2. Фосфорилирование IRS1/2 по остаткам тирозина в 

адипоцитах является основным механизмом действия инсулина. Через активацию 

сигнального каскада IRS1-PI3K-Akt инсулин стимулирует транслокацию 

транспортера глюкозы GLUT4 и поступление глюкозы внутрь клетки. Мы 

предположили, что ИЛ-4 может активировать поглощение глюкозы через 

стимуляцию инсулинового сигнального каскада, так как ИЛ-4 и инсулин имеют 

общие сигнальные молекулы. Мы исследовали регуляцию фосфорилирования 

основных участников инсулинового сигнального каскада под действием ИЛ-4 

методом иммуноблоттинга (Рис. 4). Активацию фосфорилирования рассчитывали 

как отношение количества фосфорилированной формы белка к количеству 

тотальной формы или белка домашнего хозяйства винкулина. 
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Рис. 4. Фосфорилирование и экспрессия белков IRS1 и Akt в адипоцитах, 

стимулированных ИЛ-4. А – репрезентативные иммуноблоттинги; Б – расчет 

активации фосфорилирования IRS1 по остатку Y612; В – расчет активации 

фосфорилирования Akt по остатку S473; Г – расчет активации фосфорилирования 

Akt по остатку T308; n=3.  

При анализе активирующего фосфорилирования белков IRS1 и Akt при 

стимуляции ИЛ-4 в течение 20 мин, 1 ч и 24 ч не обнаружено влияние ИЛ-4 на 

активность основных участников PI3K-сигнального каскада. Так как регуляция 

фосфорилирования исследованных аминокислотных остатков в белках IRS1 и Akt 

не является точным показателем активности инсулинового сигнального каскада, 

далее мы исследовали изменение в экспрессии и локализации нижестоящих 

участников этого процесса – транспортеров глюкозы. 
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Поглощение глюкозы в адипоцитах регулируется путем изменения экспрессии и 

клеточной локализации транспортеров глюкозы. GLUT1 и GLUT4 – наиболее 

распространенные транспортеры глюкозы в адипоцитах, поэтому мы 

предположили, что ИЛ-4 может регулировать их экспрессию и повышать 

поступление глюкозы. Экспрессию транспортеров определяли методом 

иммуноблоттинга (Рис. 5).  

 

Рис. 5. Экспрессия транспортеров глюкозы GLUT1 и GLUT4. А – репрезентативные 

иммуноблоттинги, Б – денситометрия иммуноблоттингов для сравнения 

экспрессии GLUT1 и GLUT4; n=3.  

Было показано, что ИЛ-4 не влияет на экспрессию GLUT1 и GLUT4 в адипоцитах. 

Активность транспорта через GLUT1 и GLUT4 зависит не только от общего 

количества транспортеров, но и от их локализации в плазматической мембране. 

GLUT1 в адипоцитах в основном находится на клеточной поверхности, в то время, 

как для транслокации GLUT4 в плазматическую мембрану необходима стимуляция 

транспорта внутриклеточных везикул. Влияние ИЛ-4 на локализацию GLUT4 

оценивали с помощью генетической конструкции, кодирующей GLUT4, слитый с 

флуоресцентным белком mCherry и с myc-тагом в области внеклеточной петли 

белка. При детекции myc-тага с помощью антитела, меченного Alexa 488, в 

непермеабилизированных клетках, флуоресценция Alexa 488 может наблюдаться, 

только если myc-GLUT4-mCherry находится в плазматической мембране. 
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Эффективность методики подтвердили при анализе флуоресценции в контрольных 

адипоцитах и клетках, стимулированных инсулином (Рис. 6). 

 

Рис. 6. Оценка транслокации GLUT4 методом конфокальной микроскопии с 

использованием конструкции myc-GLUT4-mCherry. DAPI – 4',6-диамидино-2-

фенилиндол, ИНС – 100 нМ инсулина. 

Ожидаемо, в контроле GLUT4 находился внутри клетки, детекция myc-тага была 

минимальная. Инсулин стимулировал транслокацию GLUT4 в плазматическую 

мембрану, поэтому флуоресценция в канале Alexa488 возрастала.  

ИЛ-4 не увеличивал транспорт GLUT4 на поверхность адипоцитов, так как уровень 

флуоресценции Alexa 488 оставался на уровне контроля. Таким образом, ИЛ-4 не 

влияет на экспрессию транспортеров глюкозы GLUT1 и GLUT4 и на транслокацию 

GLUT4.  
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3.4. Оценка влияния ИЛ-4 на накопление липидов в адипоцитах 

Активация поглощения глюкозы адипоцитами под действием ИЛ-4 может быть 

связана не только с катаболическими процессами, но также и с синтезом запасных 

липидов ТАГ. Активность липогенеза определяли по включению 14С атомов из 14С-

меченой глюкозы в состав липидов (Рис. 7 А). Кроме того, для оценки накопления 

липидов мы визуализировали ЛК в культуре зрелых адипоцитов с помощью 

липофильного флуоресцентного зонда BODIPY493/503, определяли размер ЛК и 

количество связавшегося красителя (Рис. 7 Б – Г).  
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Рис. 7. Влияние ИЛ-4 на морфологию ЛК и липогенез в адипоцитах. А – оценка 

включения 14С-метки в гидрофобные метаболиты; Б – количественная оценка 

связывания липофильного красителя в культуре адипоцитов; В – репрезентативные 

микрофотографии адипоцитов, окрашенных BODIPY493/503, размерный отрезок – 

50 мкм; Г – распределение ЛК в адипоцитах по размеру; * - р<0,05, ANOVA. 



 
 

73 
 

ИЛ-4 не оказывает влияние на скорость синтеза липидов из 14С-глюкозы (Рис. 7 А). 

Кроме того, общее количество накопленных липидов в адипоцитах (Рис. 7 Б) также 

не изменялось при стимуляции ИЛ-4. Полученные данные свидетельствуют об 

отсутствии действия ИЛ-4 на липогенез и включение глюкозы в синтез ТАГ. При 

анализе микрофотографий ЛК мы обратили внимание на то, что ИЛ-4 изменяет 

морфологию ЛК (Рис. 7 В), поэтому мы провели подсчет ЛК разного размера и 

построили соответствующее распределение (Рис. 7 Г). Мы показали, что ИЛ-4 

стимулирует фрагментацию ЛК в жировых клетках. Описанный феномен 

наблюдается в адипоцитах при активации липолиза, так как фрагментация 

увеличивает площадь поверхности ЛК, доступную для липаз. Далее мы 

разрабатывали методику для оценки активности липолиза в адипоцитах. 

3.5. Определение регуляции липогенеза и липолиза под действием ИЛ-4 

методом радиоизотопного анализа 

Для оценки липолиза и липогенеза мы использовали радиоизотопный анализ. Мы 

отработали метод оценки включения меченных 14С-атомов в состав глицерола и 

ЖК в триглицеридах, что позволяет оценивать скорость как de novo синтеза ТАГ, 

так и процесс синтеза Г3Ф и реэтерификации ЖК. Для разделения глицерола и ЖК 

из ТАГ мы использовали метод щелочного гидролиза (омыления), эффективность 

которого контролировали с помощью тонкослойной хроматографии (ТСХ) (Рис. 8 

А, Б). В качестве стандартов ТАГ и ЖК использовали триолеат и олеиновую 

кислоту, соответственно. Хроматографическая подвижность указанных веществ 

совпадает с данными литературы для используемой системы ТСХ.   

Мы обнаружили, что в образцах липидов, экстрагированных из адипоцитов, до 

омыления (Рис. 8 А, ДО) преобладают ТАГ и вещества с высокой подвижностью 

(Rf= 0,93), которые по данным литературы являются эфирами холестерина (Stahl, 

1969). В результате омыления ТАГ и экстракции гидрофобных продуктов реакции 

(Рис. 8 А, ПО) ТАГ гидролизуются до ЖК. При этом, эфиры холестерина слабо 

гидролизуются в данных условиях, что соответствует данным литературы (Hansen 

et al., 2015). Для подтверждения, что включение 14С-атомов из 14С-глюкозы 
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происходит только в ЖК и эфиры глицерина и ЖК, мы проанализировали 

количество 14С в соответствующих полосах на хроматограмме (Рис. 8 В). Показано, 

что 14С-атомы входят в состав ЖК, ТАГ, ДАГ и МАГ, но не эфиров холестерина. 

Таким образом, присутствие эфиров холестерина не влияет на результаты 

радиоизотопного анализа гидрофобной фракции после омыления. 

Фракцию водорастворимых метаболитов после омыления также анализировали 

методом ТСХ с использованием в качестве подвижной фазы более полярных 

растворителей (Рис. 8 Б). Показали, что после омыления водорастворимая фракция 

содержит глицерол, а также примеси других веществ, которые могут включать 

полярные липиды (фосфолипиды, сфинголипиды).  
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Рис. 8. Фракционирование и гидролиз клеточных лизатов для оценки липидного 

метаболизма. А – репрезентативная пластина ТСХ гидрофобных фракций 

метаболитов адипоцитов до омыления (ДО) и после омыления (ПО), элюент: 

петролейный эфир/диэтиловый эфир/уксусная кислота = 80/20/1, проявка в парах 

йода; Б – репрезентативная пластина ТСХ водной фазы после омыления (ПО), 

элюент: хлороформ/метанол=3/1, проявка в 0,5% KMnO4 в 1M KOH. Ст. – стандарт 

глицерина; В – включение 14С-атомов в липидные компоненты, разделенные с 

помощью ТСХ. 
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Таким образом, мы разработали метод для анализа 14С-атомов в составе ЖК и 

остатка глицерина в ТАГ, что позволит оценить скорость синтеза этих компонентов 

ТАГ независимо. Разработанный метод мы применили для более подробного 

анализа липогенеза в адипоцитах (Рис. 9). 

 

Рис. 9. Оценка липогенеза в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4 и инсулином 

(+ИНС). А – оценка включения 14С-метки в состав глицерина в ТАГ; А – оценка 

включения 14С-метки в состав ЖК в ТАГ; n=3. 

Мы показали, что ИЛ-4 не влияет на скорость синтеза как ЖК, так и Г3Ф, что 

согласуется с данными об отсутствии влияния на липогенез (раздел 3.4). В 

дополнение, мы показали, что ИЛ-4 не влияет на способность инсулина 

активировать липогенез. 

Метод оценки количества 14С-метки в остатках ЖК и глицерола в ТАГ также 

позволил применить «пульс-чейз» подход для анализа активности липолиза. 

Адипоциты культивировали в среде с 14С-глюкозой для включения 14С атомов в 

ТАГ, затем клетки отмывали, переводили в среду с 12С-глюкозой и после этого 

стимулировали ИЛ-4 и изопротеренолом (ИЗО) в присутствии ингибитора ATGL 

(атглистатина). После воздействия анализировали секрецию 14С-меченых 
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метаболитов в среду культивирования клеток, а также количество 14С в составе 

глицерина и ЖК из ТАГ (Рис. 10). Изопротеренол (агонист β-адренорецепторов) 

использовали в качестве положительного контроля, а также для оценки 

адренергической чувствительности адипоцитов. 

 

Рис. 10. Оценка активности липолиза в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4. 

Адипоциты культивировали в присутствии 14С-глюкозы в течение 24 ч для 

образования 14С-меченых ТАГ, переводили на среду с 12С-глюкозой и оценивали 

гидролиз 14С-ТАГ. А - секреция меченых метаболитов; Б, В - количество 14С во 

фракциях глицерола и жирных кислот (ЖК) из ТАГ, соответственно; ИЗО - 

изопротеренол; * - р<0,05, n=3, ANOVA. 
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Известно, что активация β3-адренорецепторов в адипоцитах активирует липолиз. 

В клетках, стимулированных ИЗО, наблюдалась секреция 14С-метаболитов и 

снижение количества метки в составе ЖК и глицерина в ТАГ (Рис. 10). 

Наблюдаемые эффекты связаны с гидролизом 14С-меченых ТАГ и секрецией 

продуктов (глицерол и ЖК) в среду культивирования. Ингибирование первого 

скорость-лимитирующего фермента липолиза ATGL предотвращало активацию 

липолиза, как и ожидалось. Разработанный метод далее использовали для оценки 

влияния ИЛ-4 на липолиз.  

Мы обнаружили, что ИЛ-4 снижает количество глицерола из ТАГ (Рис. 10 Б) и не 

влияет на количество ЖК и секрецию метаболитов (Рис. 10 А, В). Вероятно, ИЛ-4 

активирует липолиз, что приводит к снижению 14С-глицерина в ТАГ, но при этом 

высвободившаяся ЖК подвергается повторной этерификации и включению в 

состав ТАГ. Свободный глицерол, образовавшийся в ходе липолиза, не может быть 

использован для повторной этерификации и включения в ТАГ, так как в 

адипоцитах отсутствует глицеролкиназа.  

При ингибировании ATGL ИЛ-4 терял способность к активации липолиза (Рис. 10 

Б), поэтому мы сделали вывод, что ИЛ-4 специфически регулирует липолиз через 

активацию ATGL. Так как фрагментация ЛК взаимосвязана с регуляцией липолиза, 

мы предположили, что она также может активироваться ИЛ-4 по ATGL-

зависимому механизму. 

3.6. Анализ роли липолитических ферментов в фрагментации ЛК под 

действием ИЛ-4 

Для проверки гипотезы о том, что фрагментация ЛК происходит за счет 

стимуляции липолиза, мы оценивали действие ИЛ-4 при ингибировании ATGL с 

помощью атглистатина (Рис. 11, 12).  
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Рис. 11. Оценка роли ATGL в фрагментации ЛК под действием ИЛ-4. А – 

репрезентативные микрофотографии адипоцитов, окрашенных BODIPY493/503, 

размерный отрезок – 50 мкм; Б – средний размер ЛК в адипоцитах; *-р<0,05, 

ANOVA. 

Ингибирование ATGL увеличивало средний размер ЛК в жировых клетках. ИЛ-4, 

наоборот, вызывает уменьшение их размера. На фоне увеличения капель при 

ингибировании ATGL, ИЛ-4 сохраняет способность стимулировать фрагментацию, 

что приводит к уменьшению среднего размера капель до уровня контроля (Рис. 11). 

Полученные результаты показывают, что ИЛ-4 и атглистатин действуют 

аддитивно, и ИЛ-4 вызывает фрагментацию ЛК по ATGL-независимому 

механизму.  
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Рис. 12. Распределение ЛК по размеру в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4 в 

присутствии атглистатина; * - р<0,05, ANOVA. 

Подробный анализ влияния ИЛ-4 и атглистатина на количество капель разного 

размера (Рис. 12) также подтверждает разнонаправленное действие этих веществ, 

эффекты которых суммируются, что наиболее выражено для капель с диаметром 6-

8 мкм. При ингибировании ATGL ИЛ-4 не стимулировал образование мелких ЛК 

диаметром 4-6 мкм. Вероятно, при суммировании эффектов атглистатина и ИЛ-4 

на динамику ЛК различия в некоторых размерных категориях могут 

нивелироваться. Несмотря на это, снижение среднего размера ЛК под действием 

ИЛ-4 сохранялось при ингибировании ATGL (Рис. 11 Б).  

Возможно, регуляция фрагментации под действием ИЛ-4 осуществляется через 

другие липазы (например, гормон чувствительную липазу), поэтому далее мы 
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оценили действие ИЛ-4 на морфологию капель при ингибировании всех основных 

липаз адипоцитов с помощью орлистата (Рис. 13, 14). 

 

Рис. 13. Оценка роли липолиза в фрагментации ЛК под действием ИЛ-4. А – 

репрезентативные микрофотографии адипоцитов, окрашенных BODIPY493/503, 

размерный отрезок – 50 мкм; Б – средний размер ЛК в адипоцитах; *-р<0,05, 

ANOVA. 

Орлистат так же, как и атглистатин, увеличивал средний размер ЛК в адипоцитах 

(Рис. 13), но в отличие от атглистатина, он увеличивал образование крупных ЛК с 

диаметром более 10 мкм и не изменял количество более мелких капель (Рис. 14). 

Возможно, эффект орлистата менее выражен из-за его ингибиторного действия не 

только на липазы, но и на синтазу ЖК (Wilhelm et al., 2022).  

При ингибировании липолиза с помощью орлистата ИЛ-4 сохранял способность к 

фрагментации ЛК (Рис. 13). При подробном анализе распределения ЛК по размеру 

(Рис. 14) выявлено, что орлистат снижает влияние ИЛ-4 на количество капель 

диаметром 4-6 и 6-8 мкм. Интересно, что ИЛ-4 предотвращает образование очень 

крупных ЛК (> 10 мкм) под действием орлистата.  
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Рис. 14. Распределение ЛК по размеру в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4 в 

присутствии орлистата; *-р<0,05, ANOVA. 

Полученные результаты о суммации эффектов ИЛ-4 и орлистата также 

подтверждают гипотезу о том, что фрагментация под действием ИЛ-4 происходит 

не вследствие активации липолиза. Напротив, возможно, ИЛ-4 активирует 

фрагментацию капель через регуляторные белки поверхности ЛК, что 

способствует активации липолиза. Для исследования влияния ИЛ-4 на 

регуляторные белки поверхности ЛК мы оценивали экспрессию белка-регулятора 

слияния ЛК FSP27 и белка G0S2, регулирующего активность ATGL (Рис. 15). В 

дополнение, мы изучали экспрессию неканонической липазы карбоксилэстеразы 

Ces1d, так как она также может играть важную роль в регуляции липолиза под 

действием ИЛ-4 (Рис. 15 А, Б). 
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Рис. 15 Анализ экспрессии белков, ассоциированных с ЛК адипоцитов, 

стимулированных ИЛ-4. А – репрезентативные иммуноблоттинги, Б – расчет 

относительной экспрессии липазы Ces1d, В – расчет относительной экспрессии 

FSP27, Г – расчет относительной экспрессии G0S2, * - р<0,05, ANOVA. 

Мы показали, что ИЛ-4 не влияет на экспрессию G0S2 и Ces1d (Рис. 15 Б, Г), что 

также соответствует гипотезе о том, что ИЛ-4 не регулирует активность липаз. ИЛ-

4 значительно снижает экспрессию α и β изоформ белка FSP27 (Рис. 15 В), которые 

необходимы для слияния ЛК. Таким образом, ИЛ-4 может вызывать фрагментацию 

ЛК в зрелых адипоцитах за счет снижения экспрессии FSP27. 



 
 

84 
 

3.7. Регуляция термогенеза в адипоцитах под действием ИЛ-4 

В разделах 3.1, 3.4, 3.5 мы показали, что ИЛ-4 одновременно увеличивает 

активность окисления глюкозы, фрагментацию ЛК и липолиз в жировых клетках. 

Описанные изменения метаболизма характерны для бежевых адипоцитов при 

активации термогенеза (Singh et al., 2020). Кроме того, мы обнаружили, что 

активация липолиза под действием ИЛ-4 не сопровождается секрецией продуктов 

гидролиза ТАГ из адипоцитов, что позволяет предположить активацию 

термогенного ТАГ цикла.  

Активность термогенеза в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4, оценивали с 

помощью термочувствительного зонда ERthermAC (Рис. 16), флуоресценция 

которого снижается при повышении температуры внутри клетки. Активность 

термогенеза рассчитывали по формуле А=(Fc-Fs)/Fc, где Fc – интенсивность 

флуоресценции в контрольных клетках, Fs - интенсивность флуоресценции в 

клетках после воздействия (Рис. 16 Б). 
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Рис. 16. Оценка активности термогенеза в адипоцитах. А – репрезентативные 

микрофотографии адипоцитов, визуализированных с помощью флуоресцентного 

зонда ERthermAC, размерный отрезок 50 мкм; Б – расчет активности термогенеза 

по интенсивности флуоресценции ERthermAC; В – оценка экспрессии UCP1 

методом иммуноблоттинга; *-р<0,05, ANOVA. 

Мы показали, что ИЛ-4 увеличивает активность термогенеза в зрелых адипоцитах. 

Канонический механизм термогенеза заключается в повышении экспрессии и 

активности белка-разобщителя внутренней мембраны митохондрий UCP1. Мы 

показали, что ИЛ-4 не влияет на экспрессию UCP1 (Рис. 16 В), поэтому, возможно, 

ИЛ-4 активирует альтернативный механизм термогенеза. 

Далее мы отметили, что при ингибировании ATGL активация термогенеза под 

действием ИЛ-4 не происходит. Соответственно, способность ИЛ-4 стимулировать 

выработку тепла зависит от активности ATGL. ATGL является скорость-

лимитирующим ферментом липолиза, поэтому его ингибирование приводит к 
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замедлению ТАГ цикла. Участие ATGL в ИЛ-4-стимулированном термогенезе 

свидетельствует в пользу активации ТАГ-цикла.  

3.8. Исследование роли ATGL в активации окисления глюкозы под 

действием ИЛ-4 

По результатам описанных выше экспериментов мы предположили, что ИЛ-4 

ускоряет циклическое превращение ТАГ/ЖК в адипоцитах, что увеличивает 

потребность в АТФ и активирует окисление глюкозы. Согласно этой гипотезе, 

активация гликолиза и митохондриального поглощения О2 в присутствии ИЛ-4 

должны зависеть от активности ферментов, катализирующих ТАГ цикл, например, 

липазы ATGL. Для проверки гипотезы мы исследовали взаимосвязь усиления 

гликолиза и митохондриального окисления под действием ИЛ-4 с активностью 

ATGL (Рис. 17). 
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Рис. 17. Влияние ИЛ-4 на окисление глюкозы в адипоцитах при ингибировании 

ATGL. А – анализ активности поглощения О2; Б – определение активности 

гликолиза по скорости снижения рН среды; В – расчет базального и максимального 

разобщенного поглощения О2; FCCP – карбонилцианид-п-

трифторметоксифенилгидразон (разобщитель внутренней мембраны 

митохондрий), Р+А – ротенон и антимицин А (ингибиторы комплексов I и III ЭТЦ); 

**-р<0,01, *-р<0,05 при сравнении контроля и ИЛ-4, ns – р>0,05, ANOVA. 

При ингибировании ATGL мы не наблюдали активацию гликолиза и поглощения 

кислорода в митохондриях под действием ИЛ-4 (Рис. 17). Таким образом, 
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активация углеводного метаболизма под действием ИЛ-4 тесно взаимосвязана с 

липолизом, что также соответствует гипотезе об активации футильного ТАГ цикла. 

Ингибирование ATGL может снимать эффект ИЛ-4 на митохондриальную 

активность не только за счет активации футильного ТАГ цикла, но и из-за 

снижения концентрации свободных ЖК, которые могут регулировать разобщение 

внутренней митохондриальной мембраны (Fedorenko et al., 2012). Для оценки роли 

свободных ЖК мы провели исследование влияния ИЛ-4 на окислительные 

процессы при добавлении 100 мкМ пальмитата (Рис. 18). 

 

Рис. 18. Влияние ИЛ-4 на митохондриальную активность адипоцитов, 

культивированных в среде с высоким содержанием глюкозы и 100 мкМ 

пальмитата. А – анализ активности поглощения О2 клетками; Б – расчет базального 

и максимального разобщенного поглощения О2; FCCP – карбонилцианид-п-

трифторметоксифенилгидразон (разобщитель внутренней мембраны 

митохондрий), Р+А – ротенон и антимицин А (ингибиторы комплексов I и III ЭТЦ); 

**-р<0,01, *-р<0,05 при сравнении контроля и ИЛ-4, ns – р>0,05, ANOVA. 

Мы показали, что в адипоцитах, культивированных в среде с содержанием 100 мкМ 

пальмитата, ИЛ-4 активировал базальное поглощение кислорода в митохондриях. 

Влияние на немитохондриальное и максимальное разобщенное поглощение О2 

было статистически незначимо. При ингибировании ATGL ИЛ-4 также утрачивал 
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способность к стимуляции окислительного метаболизма митохондрий, как и в 

клетках без добавления пальмитата. Полученные данные опровергают 

предположение о том, что ИЛ-4 стимулирует активность митохондрий только за 

счет повышения концентрации ЖК внутри адипоцитов, и свидетельствуют в пользу 

гипотезы об активации футильного ТАГ цикла. 
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4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  

4.1. Активация окисления глюкозы 

Исследование механизмов метаболического действия ИЛ-4 на адипоциты является 

продолжением работ, продемонстрировавших активацию поглощения глюкозы под 

действием этого цитокина. Известно, что жировые клетки поглощают глюкозу для 

включения в разнообразные метаболические пути. Важнейшими из них являются 

гликолиз, ЦТК и синтез липидов. Мы предположили, что ИЛ-4 активирует 

поглощение глюкозы для усиления одного или нескольких указанных 

метаболических процессов. 

В первую очередь мы исследовали влияние ИЛ-4 на активность основных путей 

катаболизма глюкозы: гликолиза и митохондриального окисления. Было показано, 

что ИЛ-4 активирует гликолиз и поглощение кислорода в зрелых адипоцитах (Рис. 

1). Активация базального поглощения кислорода может происходить в клетках при 

повышении скорости синтеза АТФ или при разобщении внутренней мембраны 

митохондрий по различным механизмам (экспрессия UCP1, открытие 

митохондриальной поры). Вклад этих процессов не исследовали в представленной 

работе. 

Увеличение базального митохондриального поглощения кислорода отражает как 

увеличение активности ЭТЦ, так и стимуляцию метаболических путей, 

снабжающих ЭТЦ восстановительными эквивалентами НАДН и ФАДН2. При 

использовании глюкозы в качестве основного энергетического субстрата НАДН и 

ФАДН2 образуются в ходе гликолиза и ЦТК, поэтому ИЛ-4 активирует один или 

оба из указанных метаболических путей.  

Далее мы показали, что ИЛ-4 активирует гликолиз, так как ускоряет снижение рН 

среды культивирования, что отражает накопление лактата. Экспорт лактата 

необходим для возобновления пула окисленного НАД+ для поддержания 

постоянной высокой скорости гликолиза. Высокая активность гликолиза была 

показана как в белых, так и в бурых и бежевых адипоцитах. В белых адипоцитах 
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гликолиз необходим для продукции Г3Ф, используемого в липогенезе (Katz et al., 

1974; Francendese et al., 1981; Chen et al., 2016). Кроме того, интермедиаты и 

продукты гликолиза являются стимуляторами адипогенеза (Petersen et al., 2017; 

Harada et al., 2018). Гликолиз и продукция лактата активируются в термогенных 

адипоцитах в ответ на холодовую стимуляцию. Вероятно, интенсивный гликолиз 

может питать несколько метаболических путей, включая производство АТФ (для 

компенсации сниженной эффективности синтеза АТФ в митохондриях), 

пентозофосфатный путь и синтез Г3Ф (Hankir et al., 2018). Секреция лактата 

необходима для эффективного использования глюкозы бежевыми адипоцитами 

(Lagarde et al., 2021a). Это связано с ключевой ролью производства и экспорта 

лактата для окислительно-восстановительного гомеостаза (Lagarde et al., 2021b). 

Таким образом, повышение активности гликолиза под действием ИЛ-4 может быть 

необходимо как для поддержания высокой скорости окислительных процессов для 

синтеза АТФ или термогенеза, так и для снабжения липогенеза углеродными 

скелетами. 

Кроме повышения базальной митохондриальной активности мы показали влияние 

ИЛ-4 на максимальное разобщенное и немитохондриальное поглощение кислорода 

в адипоцитах. Максимальное разобщенное поглощение О2 оценивается при 

добавлении разобщителя внутренней мембраны митохондрий, который снижает 

протонный градиент и имитирует состояние повышенной потребности клетки в 

энергии. При этом происходит стимуляция работы дыхательной цепи до 

максимального уровня. Увеличение максимального разобщенного поглощения О2 

под действием ИЛ-4 свидетельствует о повышении потенциальных возможностей 

адипоцитов повысить активность ЭТЦ и митохондриального окисления для 

удовлетворения возрастающих энергетических потребностей. Наблюдаемый рост 

резервной окислительной активности митохондрий под действием ИЛ-4 может 

быть связан с изменением различных параметров. Максимальное разобщенное 

поглощение О2 может стимулироваться за счет увеличения количества или 

активности комплексов ЭТЦ, которая зависит от экспрессии, пост-трансляционных 
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модификаций белков ЭТЦ, образования суперкомплексов ЭТЦ и изменения формы 

крист внутренней мембраны (Cogliati et al., 2021). Кроме того, максимальная 

активность митохондрий может определяться работой механизмов контроля 

качества митохондрий, включающих митофагию, биогенез и динамику 

митохондрий (Marchetti et al., 2020). Для исследования некоторых из указанных 

механизмов мы оценили количество митохондрий по экспрессии белка ТОММ20, 

сравнили экспрессию субъединиц комплексов ЭТЦ, а также экспрессию белка 

Ора1, регулирующего динамику митохондрий (Рис. 2). Мы показали, что ИЛ-4 не 

влияет на количество ТОММ20 и экспрессию субъединиц комплексов ЭТЦ. Также 

мы предположили, что ИЛ-4 может влиять на динамику митохондрий, которая 

определяет их активность и эффективность синтеза АТФ (Michurina et al., 2021). 

Было показано, что ИЛ-4 не изменяет экспрессию одного из основных медиаторов 

слияния митохондрий Ора1. Таким образом, мы исследовали некоторые 

экспрессионные механизмы, через которые может осуществляться регуляция 

активности митохондрий под действием ИЛ-4. Вероятно, изменение 

митохондриального поглощения кислорода связано с другими молекулярными 

регуляторами. Кроме того, изменение окислительной активности митохондрий 

может быть следствием их ассоциации с другими органоидами, например, ЛК, так 

как ИЛ-4 оказывают существенное влияние на их динамику. Известно, что 

взаимодействие митохондрий и ЛК активирует синтез АТФ в митохондриях (Chen 

et al., 2022). Исследование данного явления в адипоцитах, стимулированных ИЛ-4, 

является предметом для будущих исследований.     

Кроме базального и максимального, ИЛ-4 повышает и немитохондриальное 

поглощение кислорода. Рост этого параметра может быть связан с активностью 

различных ферментов, включающих НАДФН-оксидазы, гемоксигеназы, 

пероксидазы, регулирующие сигнальные и метаболические пути. 

Немитохондриальное поглощение О2 наблюдается в клетках, активно 

секретирующих белки, так как в процессе их сворачивания и образования 

дисульфидных мостиков задействованы оксидоредуктазы (Robinson et al., 2020). 
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Известно, что ИЛ-4 может изменять секреторную активность различных типов 

клеток (Smith et al., 2016; Lee et al., 2017b; Зубкова et al., 2022). Возможно, он 

способен изменять секреторный фенотип и жировых клеток, регулировать синтез 

адипокинов. 

Таким образом, мы показали, что ИЛ-4 стимулирует катаболизм глюкозы в 

адипоцитах. Он повышает активность и гликолиза, и митохондриального 

окисления, активирует энергетический метаболизм зрелых жировых клеток. 

Интересно, что ИЛ-4 не вызывает активацию только одного пути энергетического 

метаболизма, как это происходит в иммунных клетках, где ИЛ-4 переключает 

энергетический метаболизм с гликолитического на митохондриальный, что 

необходимо для поляризации клеток. Вероятно, это связано с уникальными 

особенностями адипоцитов, которые поддерживают липидный метаболизм только 

при высокой активности как гликолиза, так и ЦТК. Одновременная активация 

гликолиза и митохондриального поглощения О2 наиболее характерна для 

термогенных адипоцитов, поэтому действие ИЛ-4 может быть связано со 

смещением фенотипа клеток в сторону бежевой дифференцировки. Активация 

поглощения и окисления глюкозы является показателем усиления ее утилизации в 

адипоцитах, что позволяет предположить участие жировых клеток в снижении 

уровня глюкозы в крови животных при воздействии ИЛ-4.   

4.2. Сигнальные механизмы регуляции поглощения глюкозы под действием 

ИЛ-4 

Мы показали, что ИЛ-4 способен активировать утилизацию глюкозы в адипоцитах 

путем окисления, что подтверждает перспективы применения ИЛ-4 в качестве 

стимулятора расходования глюкозы при гипергликемии. С другой стороны, ИЛ-4 

оказывает плейотропное действие на иммунные клетки и клетки 

негематопоэтического ряда, что сопряжено с активацией и других процессов, 

включающих аллергические реакции и фиброз. Исследование сигнальных 

механизмов действия ИЛ-4 в жировых клетках позволит предложить способы 

специфической регуляции метаболизма ЖТ, активации окисления глюкозы. По 
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данным литературы, ИЛ-4 действует через несколько сигнальных путей. ИЛ-4 

может активировать транскрипционный фактор STAT6, который помимо 

регуляции генов иммунного ответа оказывает влияние на экспрессию 

метаболических белков. Именно STAT6 является медиатором активации 

окислительного фосфорилирования, поглощения и окисления ЖК в макрофагах и 

других иммунных клетках, так как он взаимодействует с транскрипционными 

факторами PGC1α и β (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 

1), PPARγ, α и δ, регулирует экспрессию CD36, липопротеинлипазы, 

карнитинпальмитоил трансферазы 1, дегидрогеназ ЖК (Vats et al., 2006; Kälin et al., 

2017; Kang et al., 2019).    

Ранее мы показали, что ИЛ-4 активирует STAT6 в адипоцитах, поэтому 

исследовали его роль в регуляции утилизации глюкозы. Мы обнаружили, что 

способность ИЛ-4 к увеличению поглощения глюкозы не снижается при 

подавлении экспрессии STAT6 на 90% (Рис. 3 Б). Мы сделали вывод, о том, что 

влияние ИЛ-4 на поглощение глюкозы осуществляется STAT6-независимо. Тем не 

менее, возможно, нокдаун STAT6 не оказывает влияние в связи с неполным 

подавлением экспрессии транскрипционного фактора, и небольшое количество 

STAT6 способно опосредовать влияние ИЛ-4 на метаболизм глюкозы. По данным 

анализа окислительного метаболизма глюкозы на приборе Seahorse ИЛ-4 не 

активирует гликолиз и митохондриальную активность в адипоцитах, 

экспрессирующих shРНК-STAT6 (Рис. 3 В-Д). При этом мы обнаружили, что 

трансдукция адипоцитов лентивирусными векторами оказывает существенное 

влияние на исследуемые процессы. Вероятно, именно из-за неспецифического 

действия генетических конструкций невозможно оценить роль транскрипционного 

фактора STAT6 в регуляции окисления глюкозы. Мы предполагаем, что 

лентивирусные конструкции могут активировать провоспалительные сигнальные 

пути в адипоцитах, так как жировые клетки экспрессируют рецепторы 

распознавания паттернов патогенности (Könner et al., 2011; Engin, 2017). Известно, 

что под действием провоспалительных стимулов клетки изменяют метаболические 
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характеристики, в них происходит стимуляция гликолиза и подавление 

окислительного фосфорилирования (Soto‐ Heredero et al., 2020). Также, мы 

наблюдали рост немитохондриального поглощения кислорода под действием 

лентивирусных конструкций, что может быть признаком активности НАДФН-

оксидаз и пероксидаз при окислительном стрессе. 

Рецепторы ИЛ-4 могут связывать и активировать не только STAT6, но и другие 

сигнальные белки, включающие белки IRS1/2 (Keegan et al., 2018). 

Фосфорилирование каркасных белков IRS1 и IRS2 по остаткам тирозина является 

пересечением сигнальных механизмов инсулина и ИЛ-4. Мы предположили, что 

ИЛ-4 может активировать поглощение глюкозы за счет стимуляции инсулин-

зависимых сигнальных путей за счет фосфорилирования IRS1. Мы исследовали 

изменение уровней фосфорилирования IRS1, а также, основной эффекторной 

киназы инсулин-зависимого сигнального каскада Akt, которая регулирует 

транслокацию транспортеров глюкозы в плазматическую мембрану через 

фосфорилирование белка AS160. Показано, что стимуляция адипоцитов ИЛ-4 не 

активирует фосфорилирование исследованных белков (Рис. 4). Возможно, ИЛ-4 

регулирует фосфорилирование другой изоформы IRS. По данным литературы, ИЛ-

4 может регулировать фосфорилирование IRS. Белки IRS различных изоформ во 

многом могут дублировать функции друг друга, но существуют доказательства 

разделения регуляции некоторых функций между IRS1 и IRS2 (Heller et al., 2008; 

Eckstein et al., 2017; Besse-Patin et al., 2019). Исследование роли IRS2 в регуляции 

метаболизма адипоцитов под действием ИЛ-4 является предметом для будущих 

исследований. 

После изучения сигнальных механизмов действия ИЛ-4 мы исследовали его 

влияние на регуляцию основных транспортеров глюкозы в адипоцитах GLUT1 и 

GLUT4. Мы показали, что ИЛ-4 не изменяет экспрессию GLUT1 и GLUT4 (Рис. 5), 

но основной механизм регуляции входа глюкозы в жировых клетках заключается в 

изменении внутриклеточной локализации транспортеров. GLUT1 считается 

неиндуцибельным переносчиком глюкозы, который встроен в плазматическую 
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мембрану клеток для поддержания их базовых потребностей в глюкозе. GLUT4, 

напротив, находится в мембране специализированных внутриклеточных везикул, 

которые сливаются с плазматической мембраной только в ответ на стимуляцию, 

что многократно увеличивает поступление глюкозы в адипоциты. Мы исследовали 

влияние ИЛ-4 не только на экспрессию, но и на внутриклеточную локализацию 

GLUT4 (Рис. 6). Показали, что ИЛ-4 не влияет на транслокацию GLUT4 в 

плазматическую мембрану. Возможно, ИЛ-4 активирует поглощение глюкозы за 

счет регуляции других транспортеров, так как адипоциты могут экспрессировать 

GLUT8, GLUT10, GLUT12 и белки семейства натрий-глюкозных ко-транспортеров 

(Chadt et al., 2020). Кроме того, работы последних лет показали, что 

функционирование GLUT1 тоже регулируется через изменение его локализации, 

хотя и в меньшей степени, чем GLUT4 (Yan et al., 2018). Транслокация GLUT1 

зависит от активности транспорта внутриклеточных везикул и может происходить 

как в ответ на инсулин, так и при стимуляции β3-адренорецепторов для 

обеспечения термогенеза энергией (Olsen et al., 2014). Возможно, ИЛ-4 способен 

активировать транслокацию GLUT1.    

4.3. Влияние ИЛ-4 на метаболизм липидов 

Метаболические превращения углеводов и липидов в жировых клетках тесно 

взаимосвязаны, так как их координация обеспечивает эффективное запасание 

липидов. Запасание ТАГ в виде ЛК требует одновременной активации 

синтетических процессов и катаболизма для получения энергии. Мы показали, что 

ИЛ-4 активирует поглощение и окисление глюкозы, что может сопровождать 

активацию синтеза ТАГ. Мы исследовали, регулирует ли ИЛ-4 липогенез и 

накопление ЛК в адипоцитах (Рис. 7, Рис. 9). Было показано, что ИЛ-4 не влияет на 

скорость синтеза ТАГ. При этом не происходит изменения активности de novo 

синтеза ЖК и Г3Ф из глюкозы (Рис. 9). Тем не менее, вывод о том, что ИЛ-4 не 

влияет на липогенез противоречит некоторым предыдущим исследованиям 

(Ricardo-Gonzalez et al., 2010; Tsao et al., 2014). Мы предполагаем, что это 

несоответствие может быть результатом различия условий эксперимента. В нашем 
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исследовании мы исследовали действие ИЛ-4 на зрелые адипоциты, а Tsao и 

соавторы показали подавление липогенеза в ходе дифференцировки адипоцитов. 

Кроме того, в работах (Yang et al., 2018; Jun et al., 2020; Wang et al., 2022) показано, 

что ИЛ-4 активирует липогенез в гепатоцитах, клетках скелетных мышц и 

эпителиальных клетках мейбомиевых желез. Таким образом, влияние ИЛ-4 на 

липогенез является тканеспецифичным и зависит от типа и стадии 

дифференцировки исследуемых клеток. 

При анализе накопления ЛК мы обнаружили, что ИЛ-4 не влияет на количество 

связываемого липофильного красителя, но изменяет морфологию ЛК (Рис. 7). Мы 

показали, что ИЛ-4 вызывает фрагментацию капель среднего размера и приводит к 

образованию большого количества мелких ЛК. ЛК в адипоцитах являются 

центрами липидного и энергетического гомеостаза, поэтому их динамика отражает 

метаболическое состояние клеток (Onal et al., 2017; Zhang et al., 2021). Размер ЛК 

зависит от баланса между процессами роста, слияния и расщепления капель 

(Olzmann et al., 2019). В клетках с высокой активностью липогенеза, которые 

специализируются на запасании ТАГ, преобладают крупные ЛК. Например, белые 

адипоциты человека и животных содержат одну очень крупную ЛК. Напротив, 

бежевые и бурые адипоциты накапливают большое количество мелких ЛК, на 

поверхности которых активно происходит липолиз (Chen et al., 2022). 

Соответственно, ИЛ-4 может быть регулятором липолиза или транс-

дифференцировки адипоцитов в термогенный фенотип. Согласно некоторым 

исследованиям, мелкие ЛК являются центрами активности не только липолиза, но 

и липогенеза, так как они способны взаимодействовать с ЭПР, где локализованы 

ферменты синтеза липидов (Hashimoto et al., 2012). Таким образом, образование 

мелких ЛК в адипоцитах может быть индикатором стимуляции липолиза или ТАГ-

цикла. ИЛ-4 не оказывает влияние на морфологию крупных липидных капель (с 

диаметром более 8 мкм). Вероятно, это связано с тем, что очень крупные капли 

выполняют только функцию накопления ТАГ, поэтому не подвергаются гидролизу. 



 
 

98 
 

Фрагментация ЛК происходит при активации липолиза, поэтому мы исследовали, 

регулирует ли ИЛ-4 липолиз в адипоцитах (Рис. 10). Исследование липолиза 

проводили в культуре адипоцитов, содержавших меченные ТАГ, и оценивали 

убывание метки в липидной фракции и секрецию меченых метаболитов в среду 

культивирования. Мы показали, что при стимуляции ИЛ-4 снижается количество 

меченых остатков глицерина в ТАГ, но не изменяется количество ЖК и 

секретируемых продуктов липолиза. Снижение количества меченого глицерина в 

ТАГ является показателем активации липолиза, так как свободный глицерол не 

может повторно включаться в ТАГ в адипоцитах из-за отсутствия фермента 

глицерол киназы. Отсутствие изменений в количестве меченных ЖК и 

секретируемых продуктов липолиза на фоне гидролиза ТАГ свидетельствует о 

повторном включении ЖК в ресинтез ТАГ. Действие ИЛ-4 на гидролиз ТАГ 

нивелировалось при ингибировании первого скорость-лимитирующего фермента 

липолиза ATGL, что говорит о специфичности наблюдаемых эффектов, а также 

позволяет предположить, что ИЛ-4 активирует липолиз через регуляцию 

активности ATGL. Таким образом, ИЛ-4 может повышать активность липолиза или 

полного ТАГ-цикла, ферменты которого локализованы на поверхности мелких ЛК. 

Для исследования взаимосвязи активации липолиза и фрагментации ЛК мы 

анализировали действие ИЛ-4 на морфологию ЛК при ингибировании липолиза 

(Рис. 11 – 14). Мы показали, что при ингибировании ATGL или всех ферментов 

липолиза, ИЛ-4 сохраняет способность к фрагментации ЛК. Кроме того, 

разнонаправленные эффекты ингибиторов липаз и ИЛ-4 суммируются. Таким 

образом, ИЛ-4 активирует фрагментацию не за счет стимуляции липолиза. Мы 

предположили, что фрагментация может быть первостепенным процессом, 

активируемым ИЛ-4, который затем способствует активации гидролиза ТАГ. 

Размер ЛК зависит от процессов слияния капель и взаимодействия с другими 

органеллами, что регулируется белками поверхности ЛК. Мы оценили влияние ИЛ-

4 на экспрессию FSP27, основного белка, облегчающего слияние ЛК в адипоцитах 

(Karki, 2019) (Рис. 15). FSP27 существует в виде двух изоформ α и β. Изоформа 
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FSP27α в основном экспрессируется в белых адипоцитах и способствует 

формирования крупных ЛК, выполняющих запасающую функцию (Chen et al., 

2022). Изоформа FSP27β, напротив, активно экспрессируется в термогенных 

адипоцитах, поддерживает ЛК в фрагментированном состоянии и способствует 

липолизу (Nishimoto et al., 2017). Мы показали, что ИЛ-4 снижает экспрессию 

обеих изоформ FSP27 (Рис. 15 В). Известно, что подавление экспрессии FSP27 

сопряжено с фрагментацией ЛК и активацией окислительной активности 

митохондрий (Toh et al., 2008). Возможно, именно влияние ИЛ-4 на FSP27 является 

механизмом метаболического репрограммирования адипоцитов.    

Результаты исследования действия ИЛ-4 на морфологию ЛК и липолиз дополняют 

предыдущие исследования, выполненные под руководством Yih-Hsin Chang (Chang 

et al., 2012a; Tsao et al., 2014; Shiau et al., 2019). Ранее было показано, что ИЛ-4 

стимулирует липолиз для уменьшения накопления липидов за счет повышения 

активности HSL. Shiau и соавторы показали, что ИЛ-4 активирует в адипоцитах 

цАМФ-ПКА сигнальный путь, который активирует липолиз через 

фосфорилирование перилипина 1 и HSL. Также было показано, что ИЛ-4 

активирует липолиз in vivo, что приводит не только к снижению массы ЖТ, но и к 

повышению количества ЖК в крови. 

Длительное неконтролируемое повышение концентрации свободных ЖК в 

кровотоке может привести к эктопическому отложению липидов, стеатозу печени 

и развитию СД2Т (Parker, 2018). Более того, провоспалатиленые цитокины также 

активируют липолиз в ЖТ и оказывают негативные эффекты на системный 

липидный метаболизм (Grant et al., 2015). ИЛ-4, наоборот, способствует снижению 

количества эктопического отложения ТАГ (Ricardo-Gonzalez et al., 2010; Lin et al., 

2020). По результатам нашего исследования можно предположить причину 

различного системного действия про- и противовоспалительных цитокинов при 

схожем влиянии на липолиз в ЖТ. Мы показали, что ИЛ-4 активирует липолиз без 

секреции ЖК из адипоцитов, что свидетельствует об их повторной этерификации 

и включении в ТАГ. Таким образом, ИЛ-4 может стимулировать липолиз не для 
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транспорта ЖК в другие ткани, а для стимуляции циклического превращения 

ТАГ/ЖК в ходе ТАГ-цикла. Футильный ТАГ-цикл необходим жировым клеткам 

для поддержания способности к быстрой адаптации к изменяющимся условиям 

доступности питательных веществ. Современные исследования показывают, что 

ТАГ-цикл может выполнять и неклассическую термогенную функцию, так как при 

его стимуляции возрастает потребность клетки в АТФ и растет активность 

митохондрий (Flachs et al., 2017). Показано, что в термогенных бурых и бежевых 

адипоцитах происходит одновременная активация липолиза, липогенеза и ТАГ-

цикла, что необходимо для продукции тепла и увеличения расходования энергии 

при ее избытке. В совокупности, предложенная гипотеза об активации 

термогенного ТАГ-цикла, а также данные об активации термогенеза под действием 

ИЛ-4 in vivo подтолкнули нас к исследованию влияния ИЛ-4 на термогенез в 

адипоцитах.  

4.4. Активация термогенеза под действием ИЛ-4  

Термогенез в жировых клетках наряду с продукцией тепла мышцами во время их 

работы являются важнейшими регуляторами температуры тела и расходования 

высокоэнергетических субстратов. В ЖТ канонический механизм термогенеза 

осуществляется с участием белка-разобщителя внутренней мембраны 

митохондрий UCP1. UCP1 переносит Н+ из межмембранного пространства в 

матрикс митохондрий, что разобщает работу ЭТЦ и АТФ-синтазы. При этом 

происходит стимуляция ЭТЦ, и окислительных процессов, снабжающих ЭТЦ 

восстановительными эквивалентами. В термогенных адипоцитах активность 

митохондриального дыхания является основным фактором, определяющим 

теплопродукцию и расходование глюкозы и ЖК (Nedergaard et al., 1977; Chouchani 

et al., 2019). Соответственно, кроме UCP1, существуют и другие регуляторы 

термогенеза, действующие через стимуляцию ЭТЦ за счет повышения потребности 

клеток в АТФ. На данный момент известно несколько неканонических механизмов 

термогенеза в адипоцитах: креатиновый субстратный цикл, Ca2+-цикл и ТАГ-цикл 
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(Chouchani et al., 2019). Все они являются футильными циклами, повышающими 

потребность клеток в АТФ. 

В нашем исследовании мы наблюдали изменения фенотипа и метаболизма 

жировых клеток под действием ИЛ-4, которые характерны для термогенных 

бежевых адипоцитов. С использованием термочувствительного флуоресцентного 

зонда мы показали, что ИЛ-4 увеличивает продукцию тепла в зрелых адипоцитах 

(Рис. 16). Кроме того, мы обнаружили, что при ингибировании ATGL ИЛ-4 теряет 

способность к стимуляции термогенеза. Таким образом, активация термогенеза под 

действием ИЛ-4 зависит от активности липолиза. Наблюдаемая взаимосвязь этих 

процессов может говорить о том, что ИЛ-4 активирует термогенный ТАГ-цикл, а 

ингибирование липолиза нарушает его работу. С другой стороны, ЖК, 

образующиеся в ходе липолиза являются активаторами и классического UCP1-

зависимого термогенеза, поэтому мы проверили влияние ИЛ-4 на экспрессию 

UCP1. По данным иммуноблоттинга, ИЛ-4 не влияет на количество белка UCP1 в 

зрелых адипоцитах. Полученный результат согласуется с данными предыдущих 

работ, где показано, что ИЛ-4 повышает экспрессию UCP1 в адипоцитах только 

при воздействии на их предшественников, но не зрелых адипоцитов. Тем не менее, 

для получения однозначного ответа о влиянии ИЛ-4 на UCP1-зависимый 

термогенез, необходимо оценивать активность UCP1. 

Альтернативный механизм термогенеза, требующий активации липолиза, 

заключается в активации циклического распада и ресинтеза ТАГ с затратой АТФ 

для активации ЖК. Работы последних лет показывают, что ТАГ цикл может 

вносить существенный вклад в продукцию тепла и увеличение окислительной 

активности жировых клеток. В исследованиях Veliova и соавторов и Oeckl и 

соавторов показано, что в бурых адипоцитах может активироваться ТАГ-цикл, 

который включает циклическое превращение ТАГ/ДАГ+ЖК. Как и в нашем 

исследовании, ключевую роль в термогенезе играла именно ATGL (Veliova et al., 

2020; Oeckl et al., 2022). Таким образом, мы предположили, что ИЛ-4 может 

активировать альтернативный механизм термогенеза в адипоцитах через 
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стимуляцию футильного ТАГ-цикла. Чтобы проверить эту гипотезу мы далее 

исследовали взаимосвязь изменения липидного метаболизма и окисления глюкозы 

под действием ИЛ-4. 

4.5. Взаимосвязь метаболических путей, активируемых ИЛ-4 

В нашем исследовании мы подробно описали действие ИЛ-4 на метаболизм 

глюкозы и ТАГ в жировых клетках. Мы показали, что ИЛ-4 активирует 

фрагментацию липидных капель, которая способствует липолизу. Активация 

липолиза не сопровождается секрецией ЖК из адипоцитов, но приводит к 

активации термогенеза. При этом, ИЛ-4 не влияет на экспрессию классического 

термогенного белка UCP1. На основании этих данных мы предположили, что ИЛ-

4 может активировать термогенный футильный ТАГ-цикл в адипоцитах, что 

усиливает окислительную активность клеток, сопряженную с продукцией тепла. 

Если сформулированная гипотеза верна, то активация ТАГ-цикла под действием 

ИЛ-4 взаимосвязана с окислением глюкозы. Мы оценили влияние ИЛ-4 на 

гликолиз и митохондриальное поглощение кислорода при ингибировании одного 

из ключевых ферментов ТАГ-цикла ATGL (Рис. 17). Мы показали, что 

ингибирование ATGL полностью снимает активацию окисления глюкозы под 

действием ИЛ-4 в жировых клетках. Полученные результаты демонстрируют 

взаимосвязь активации углеводного и липидного метаболизма в адипоцитах под 

действием ИЛ-4. Мы сделали вывод, что липолиз необходим для активации 

катаболизма глюкозы и повышения митохондриальной активности в ответ на ИЛ-

4, что свидетельствует в пользу стимуляции ТАГ-цикла. С другой стороны, в ходе 

липолиза выделяются ЖК, которые могут выступать в роли разобщителей 

мембраны, а также стимулировать UCP1-зависимый термогенез. Для получения 

дополнительных данных о роли липолиза и его продуктов в регуляции углеводного 

метаболизма под действием ИЛ-4 мы оценивали влияние цитокина на адипоциты, 

культивированные в среде с 100 мкМ пальмитатом (Рис. 18). При ингибировании 

ATGL и добавлении ЖК ИЛ-4 не активировал митохондриальное поглощение 

кислорода, как и в клетках, культивированных в среде только с глюкозой в качестве 
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энергетического субстрата. Таким образом, активация поглощения кислорода 

происходит не в ответ на повышение свободных ЖК в адипоцитах. Для стимуляции 

митохондриальной активности под действием ИЛ-4 необходима именно работа 

ATGL, которая является важнейшим звеном в цепи ферментативных реакций ТАГ-

цикла. Снижение активности одной из реакций приводит к замедлению работы 

всего футильного цикла и снижению потребности клеток в АТФ. На Рис. 19 

представлена схема регуляции метаболизма адипоцитов под действием ИЛ-4.  

Гипотеза об активации ТАГ-цикла под действием ИЛ-4 также согласуется с 

повышением активности гликолиза, так как гликолиз и синтез Г3Ф из 

интермедиатов гликолиза необходимы для работы ТАГ-цикла. Следует отметить, 

что существует несколько возможных механизмов функционирования футильного 

ТАГ-цикла. ТАГ-цикл может включать полный распад ТАГ с деградацией ЖК 

путем β-окисления и de novo липогенез (Solinas et al., 2004). В нашей работе ИЛ-4, 

вероятно, активирует ТАГ-цикл, включающий только липолиз и повторную 

этерификацию ЖК, так как ИЛ-4 не влияет на de novo липогенез. Остается 

неисследованным вопрос, включает ли ТАГ-цикл весь путь синтеза ТАГ от Г3Ф 

или он преимущественно ограничен взаимными превращениями моно-, ди- и 

триглицеридов (Elia et al., 1987; Flachs et al., 2017; Bardova et al., 2020; Blondin et al., 

2020; Hui et al., 2020). Мы предполагаем, что ИЛ-4 может активировать «короткий» 

ТАГ-цикл, включающий циклическое превращение ТАГ и ДАГ с помощью 

ферментов ATGL и диацилглицерол ацилтрансфераз DGAT. Исследование влияния 

ИЛ-4 на активность различных изоформ DGAT и их вклада в термогенез в зрелых 

адипоцитах является предметом для будущих исследований. 

Механизм активации ТАГ-цикла под действием ИЛ-4 может заключаться в его 

действии на динамику ЛК, экспрессию белков, ассоциированных с ними, и в 

регуляции взаимодействия ЛК с другими органеллами. Фрагментация ЛК является 

необходимым фактором активации термогенеза как по UCP1-зависимому 

механизму, так и при активации ТАГ-цикла (Chen et al., 2022; Qian et al., 2023). 

Динамика капель определяет формирование функционально гетерогенных пулов 
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ТАГ. ЛК небольшого размера являются центрами активности метаболических 

процессов, в том цикле ТАГ-цикла. В настоящее время, механизмы фрагментации 

ЛК изучены недостаточно подробно. В основном, поддержание морфологии 

мелких ЛК осуществляется за счет подавления их слияния. Мы показали, что ИЛ-

4 снижает экспрессию медиатора слияния ЛК FSP27. Возможно, ИЛ-4 оказывает 

влияние на экспрессию или локализацию и других регуляторных белков ЛК (Qian 

et al., 2023). Кроме размера ЛК, на метаболизм липидов влияет внутриклеточная 

локализация липидных депо. Показано, что ассоциация ЛК с ЭПР и митохондриями 

определяет метаболическую функцию органелл. Митохондрии, связанные с ЛК 

отличаются более высокой способностью к синтезу АТФ для поддержания синтеза 

ТАГ. Более того, количество контактов ЛК с митохондриями увеличивается при 

активации ТАГ-цикла. Исследование динамического взаимодействия между ЛК и 

другими органоидами адипоцитов при стимуляции ИЛ-4 позволит предположить 

механизм регуляции метаболизма углеводов и липидов. 
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Рис. 19. Механизм поглощения и утилизации глюкозы в адипоцитах под действием 

ИЛ-4. ИЛ-4 активирует поглощение глюкозы в адипоцитах, что сопряжено с 

активацией гликолиза и продукцией лактата, а также с повышением активности 

митохондрий. Стимуляция окисления глюкозы необходима для увеличения синтеза 

АТФ, потребность в котором возрастает из-за изменения липидного метаболизма. 

ИЛ-4 активирует фрагментацию липидных капель, что повышает доступность ТАГ 

для липазы ATGL и способствует стимуляции липолиза. Повышенная 

липолитическая активность адипоцитов не сопряжена с секрецией ЖК. ЖК 

используются для реэтерификации с повторным образованием ТАГ. Таким 

образом, ИЛ-4 стимулирует футильный ТАГ-цикл, который активирует ЭТЦ 

митохондрий и увеличивает продукцию тепла адипоцитами.  

В итоге мы продемонстрировали, ИЛ-4 может задействовать футильный цикл 

липолиза и повторной этерификации ЖК для выработки тепла в зрелых адипоцитах 

без влияния на UCP1. Основной этап, определяющий активацию ТАГ-цикла под 

действием ИЛ-4, включает гидролиз ТАГ ферментом ATGL. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящей работе мы исследовали механизмы регуляции метаболизма 

адипоцитов под действием противовоспалительного цитокина ИЛ-4. Было 

показано, что ИЛ-4 регулирует термогенную активность жировых клеток через 

футильный субстратный цикл липолиза и повторной этерификации ЖК. Активация 

футильного цикла приводит к повышению энергетических затрат клеток, что 

сопряжено с увеличением поглощения глюкозы из внеклеточной среды и может 

способствовать снижению уровня гликемии in vivo. Исследование дополняет и 

обобщает наблюдения, описанные в предшествующих исследованиях других 

научных групп. Было известно, что ИЛ-4 активирует липолиз в адипоцитах, но при 

этом не вызывает эктопического отложения липидов. Оставался нерешенным 

вопрос, почему про- и противовоспалительные цитокины способны активировать 

липолиз в адипоцитах, но при этом оказывают противоположные эффекты на 

системный углеводный и липидный метаболизм. Также было известно, что ИЛ-4 

активирует термогенез in vivo за счет стимуляции дифференцировки новых 

бежевых адипоцитов из предшественников, но не влияет на экспрессию белка 

UCP1 в зрелых адипоцитах. В нашей работе мы показали, что изменение 

метаболизма глюкозы и ТАГ под действием ИЛ-4 направлены на активацию 

термогенеза в зрелых адипоцитах по неканоническому механизму, не связанному с 

активностью UCP1. Результаты исследования позволяют предположить, что 

провоспалительные факторы стимулируют липолиз для высвобождения ЖК и их 

транспорта в другие ткани и органы, что необходимо для получения энергии при 

борьбе с патогенами. Противовоспалительные цитокины, наоборот, активируют 

мобилизацию ТАГ и использование ЖК для повышения пластичности липидного 

метаболизма и расходования избыточной энергии внутри жировой ткани, что 

важно для поддержания энергетического гомеостаза. 

В заключение, мы предложили новый механизм активации термогенного 

футильного цикла превращения липидов и увеличения расхода энергии в 

адипоцитах при стимуляции противовоспалительным цитокином ИЛ-4. 
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Полученные данные свидетельствуют о том, что ИЛ-4 и активируемый им 

сигнальный каскад являются потенциальными мишенями для увеличения расхода 

энергии в адипоцитах. Активация утилизации глюкозы в ходе термогенеза 

способствует снижению гипергликемии, уменьшению накопления липидов, что 

может нормализовать системный энергетический метаболизм у пациентов с 

ожирением и кардиометаболическими нарушениями, связанными с избытком 

потребления питательных веществ. В свете ограниченной способности бурой 

жировой ткани человека к UCP1-зависимому термогенезу, исследование регуляции 

футильных циклов представляет первостепенный интерес, поскольку они могут 

играть более важную роль для энергетического баланса человека (Chondronikola et 

al., 2016; Blondin et al., 2020), чем предполагалось до сих пор. В будущем регуляция 

ТАГ-цикла может стать новым подходом к увеличению расхода энергии в 

организме, снижению развития ожирения. 

ВЫВОДЫ 

1. ИЛ-4 активирует гликолиз и митохондриальное поглощение кислорода в 

адипоцитах. 

2. Белки STAT6 и IRS1 не участвуют в активации поглощения глюкозы под 

действием ИЛ-4. 

3. ИЛ-4 стимулирует липолиз и фрагментацию липидных капель в адипоцитах, 

не оказывая влияние на липогенез. 

4. ИЛ-4 повышает активность термогенеза в адипоцитах.  

5. Активация термогенеза и окисления глюкозы под действием ИЛ-4 зависит от 

активности ATGL. 
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