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АНОТАЦІЯ 

Харченко В. С. Роль сфінголіпідів в модуляції фосфоліпаза Д-залежного 

сигналінга інсуліна в старості. – Кваліфікаційна наукова праця на правах 

рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.04 – біохімія (Біологічні науки). – Харківський національний 

університет імені В. Н. Каразіна Міністерства освіти і науки України, Харків, 2018. 

Наведено результати дослідження деяких особливостей змін регуляції 

інсуліном фосфатидилхолін-залежної фосфоліпази Д і обміну глюкози в клітинах 

печінки, м’язовій тканині і неокортексі щурів лінії Вістар, які відбуваються в 

старості та за умов моделювання порушення чутливості клітин- та тканин-мішеней 

до дії гормонального стимулу.  

На першому етапі цього дослідження було вивчено дію інсуліна на активність 

фосфоліпази Д в різних тканинах щурів. Для визначення стимульованої інсуліном 

активації ендогенної фосфоліпази Д в тканинах щурів використовували метод, 

заснований на утворенні фосфатидилетанолу або фосфатидилбутанолу, які 

продукуються тільки фосфоліпазою Д, у реакції трансфосфатидилювання в 

присутності первинних спиртів (етанолу або бутанолу). Встановлено, що внесення 

інсуліна в середовище інкубації клітин печінки, м'язової тканини або тканини 

неокортексу статистично значимо збільшує активність фосфоліпази Д. Інсулін 

стимулює продукцію фосфатидилетанолу і зниження вмісту субстрату 

фосфоліпази Д, фосфатидилхоліну в тканинах, мічених [
14

C]пальмітиновою 

кислотою.  

За допомогою загального антагоніста фосфоліпази Д (1-бутанолу) та інгібітора 

фосфатази фосфатидної кислоти (пропранололу) було показано пригнічення 

утворення та накопичення фосфатидної кислоти та диацилгліцеролу 

фосфоліпазою Д і скасування стимулюючого ефекта інсуліна на активність 

фосфоліпази Д і поглинання глюкози в ізольованих гепатоцитах 3-місячних щурів, 
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отримані результати свідчать про участь фермента в сигнальній трансдукції 

інсуліна.  

Для з’ясування на якому етапі сигнального каскаду інсуліна задіяно 

фосфоліпазу Д в клітинах печінки та неокортексі молодих щурів були використані 

специфічні інгібітори ключових ферментів учасників сигнальної трансдукції 

гормону. Індуковану інсуліном активацію сигнального шляху 

фосфоліпаза Д/фосфатидна кислота в клітинах печінки та неокортексі молодих 

тварин було заблоковано специфічними інгібіторами фосфатидилінозітол-3-кінази – 

вортманіном та LY294002. Отримані дані доводять, що фосфоліпаза Д активується 

інсуліном в сигнальному каскаді після фосфатидилінозітол-3-кінази. 

На наступному етапі даного дослідження було вивчено вплив флавонів, 

лютеоліну і апігеніну, на фосфоліпаза Д-залежний сигналінг інсуліна в первинній 

культурі гепатоцитів. Показано, що лютеолін, апігенін та їх глікозильовані форми є 

модуляторами сигнальних шляхів інсуліна в клітинах-мішенях. Обидва флавони 

інгібують стимульовані інсуліном фосфорилювання/активацію Akt/протеїнкінази В, 

транслокацію ГЛЮТ4 в плазматичну мембрану і поглинання глюкози. У цій роботі 

було досліджено вплив лютеолін-7-глюкозида і апігенін-7-глюкозида на активність 

фосфоліпази Д, поглинання глюкози і синтез глікогена в гепатоцитах щурів, 

стимульованих інсуліном. З огляду на те, що лютеолін пригнічує стимульоване 

інсуліном фосфорилювання β-субодиниці рецептора інсуліна, а апігенін має тільки 

тенденцію до пригнічення фосфорилювання інсулінового рецептора, в цьому 

дослідженні було проведено експерименти двох типів: (1) флавони додавали в 

інкубаційне середовище перед інсуліном; (2) флавони додавали після внесення 

гормона. Фарбування трипановим синім не показало порушення проникності 

мембран гепатоцитів при дії лютеолін-7-глюкозіда або апігенін-7-глюкозіда. 

Внесення флавонів у середовище інкубації гепатоцитів перед інсуліном або після 

нього, супроводжувалося значним зниженням активації інсуліном ФЛД, а також 

поглинання глюкози і синтеза глікогена в гепатоцитах щурів, в той час як флавони 

не змінювали активність ФЛД і метаболізм глюкози в нестимульованих клітинах.  
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Для подальшого вивчення участі та ролі фосфоліпази Д в сигналінгу інсуліна в 

клітинах- і тканинах-мішенях, ми використовували специфічний інгібітор 

фосфоліпази Д, галопемід та антагоніст стимульованої активності фермента, 

церамід. Активація фосфоліпази Д, також як і поглинання глюкози або утворення 

глікогена, в стимульованих інсуліном клітинах, були значно пригнічені за 

допомогою екзогенного С6-цераміду. Враховуючи те, що церамід може діяти не 

тільки на сигнальний шлях фосфоліпаза Д/фосфатидна кислота, але й впливати на 

функціонування інших учасників сигнальних шляхів інсуліна, зокрема 

фосфатидилінозітол-3-кіназу або Akt/протеїнкіназу В, за допомогою використання 

специфічного інгібітора фосфоліпази Д – галопеміда – було досліджено чи бере 

участь фермент в регуляції метаболізму глюкози інсуліном. Галопемід пригнічував 

активність фосфоліпази Д і значно редукував стимуляцію поглинання глюкози і 

синтеза глікогена інсуліном, як в гепатоцитах, так і в неокортексі молодих щурів. 

Таким чином, на даному етапі дослідження було встановлено, що активована 

інсуліном фосфоліпаза Д задіяна в реалізації сигнала гормона на процеси 

поглинання та запасання глюкози. 

В наступній частині дослідження встановлено, що в умовах вікового 

підвищення рівня внутрішньоклітинних церамідів відбувається пригнічення 

індукованої інсуліном активності фосфоліпази Д поряд із стимульованим гормоном 

обміном глюкози в клітинах печінки, діафрагмі і неокортексі щурів. За умов 

моделювання порушення чутливості тканин-мішеней до дії інсуліна за допомогою 

дієти з високим вмістом насичених жирних кислот, в умовах in vivo, відбуваються 

зміни ліпідного спектру клітин- і тканин-мішеней та порушення активації 

фосфоліпази Д. В умовах in vitro при культивуванні клітин печінки, тканини 

діафрагми і неокортексу молодих щурів за наявності попередників синтеза 

сфінголіпідів – пальмітинової кислоти, С2-цераміду – та індукторів утворення 

цераміду, протипухлинних препаратів – паклітакселу й доксорубіцину – 

відбувається стимулювання синтеза і накопичення ендогенних церамідів. За 

допомогою специфічних інгібіторів синтеза сфінголіпідів (міріоцина, 
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фумонізина В1) та сфінгомієліназ (іміпраміну, GW4869) встановлено, що 

пальмітинова кислота і С2-церамід індукують синтез ендогенного цераміду de novo, 

а доксорубіцин і паклітаксел підвищують вміст сфінголіпіду як шляхом синтеза, так 

і активуючи сфінгомієлінази. Використанням інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназ встановлено, що саме знову синтезований церамід пригнічує 

фосфоліпаза Д-залежну ланку сигнального шляху інсуліна при моделюванні стану 

порушення чутливості клітин печінки молодих щурів за допомогою попередників 

церамідів (пальмітинової кислоти і С2-цераміду) та індуктора накопичення 

церамідів паклітакселу. Крім того, внесення суміші інгібіторів синтеза та деградації 

сфінголіпідів сприяє відновленню активаці інсуліном фосфоліпази Д, процесів 

поглинання глюкози і утворення глікогена за рахунок зниження рівня ендогенного 

цераміду. Викликане сфінголіпідами пригнічення фосфоліпаза Д-залежного 

сигналінгу інсуліна може бути важливою причиною порушення функціонування 

м'язової, нервової тканини і печінки в старості і передувати розвитку різних 

патологій. 

Таким чином, модуляція активності фосфоліпази Д в клітинах за допомогою 

специфічних інгібіторів може стати зручним інструментом для регулювання 

чутливості клітин печінки і неокортексу до дії інсуліна. Одержані дані про 

активацію фосфоліпази Д інсуліном і регуляцію цього ферменту ключовими 

учасниками сигнального каскаду гормону фосфатидилінозітол-3-кіназою, 

Akt/протеїнкіназою В і фосфатазою фосфатидної кислоти розкривають раніше не 

вивчені аспекти сигнальної трансдукції інсуліна в клітинах печінки та неокортексі. 

Вплив активації інсуліном фосфоліпази Д на метаболізм глюкози розширює 

класичні уявлення про реалізацію сигнала інсуліна, розкриває функціональне 

значення індукції інсуліном фосфоліпази Д і надає нову терапевтичну мішень для 

пошуку шляхів подолання проблеми порушення чутливості клітин до дії 

гормональних стимулів. Отримані дані про пригнічення фосфоліпаза Д-залежної 

ланки сигнального каскаду інсуліна і процесів обміну глюкози в старості 

поглиблюють уявлення про клітинні механізми розвитку вікової нечутливості 



5 

 
клітин-мішеней до дії інсуліна. У той же час, за допомогою модуляції вмісту 

сфінголіпідів специфічними інгібіторами, які представляють собою затверджені 

лікарські засоби, встановлена оборотність цих процесів. Такий підхід до 

відновлення чутливості клітин і тканин-мішеней до дії інсуліна надає перспективи 

для пошуку нових шляхів у подоланні вікових патологій, пов'язаних з порушенням 

чутливості до інсуліна. 

Ключові слова: церамід, сфінголіпіди, фосфоліпаза Д, інсулін, старіння, 

гепатоцити, неокортекс, діафрагма. 

 

ABSTRACT 

Kharchenko V.S. Role of sphingolipids in the modulation of phospholipase D-

dependent insulin signaling in old age. – Qualification scientific paper, manuscript. 

Thesis for a Candidate Degree in Biology: Specialty 03.00.04 – Biochemistry 

(Biology). – V. N. Karazin Kharkiv National University, the Ministry of Education and 

Science of Ukraine, Kharkiv, 2018. 

Through the present study some special aspects of the insulin-induced 

phosphatidylcholine-dependent phospholipase D activity regulation and glucose 

metabolism in liver cells, muscle tissue and neocortex of Wistar rats during aging and by 

model experiments of the hormonal resistance were determined.  

In the first phase of this study, the effects of insulin on the phospholipase D activity 

in various rat tissues were studied. To determine the phospholipase D activity in rat tissues 

and isolated hepatocytes, a sensitive assay was used. The method was based on formation 

of phosphatidylethanol or phosphatidylbutanol, which were produced only by 

phospholipase D as a result of transphosphatidylation in the presence of ethanol or 

butanol. Once synthesized, the phosphatidylethanol and phosphatidylbutanol metabolized 

very slowly and, therefore, could be used as an indicator of phospholipase D activation in 

stimulated cells. It was established that the insulin significantly increases the activity of 

phospholipase D in the liver cells, muscle tissue or neocortex tissues. Insulin stimulates 
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the production of phosphatidylethanol and decreases the content of phospholipase D 

substrate, phosphatidylcholine in tissues labeled with [
14

C]palmitic acid.  

The general antagonist of phospholipase D (1-butanol) and phosphatidate 

phosphohydrolase inhibitor (propranolol) reduced of the formation and accumulation of 

phosphatidic acid and diacylglycerol by phospholipase D and abolished the stimulating 

insulin effect on phospholipase D activity and glucose uptake in primary hepatocytes of 

three-month-old rats. These results indicate the enzyme's participation in signaling 

transduction of insulin.  

To find out the stage of insulin signaling cascade involved phospholipase D in the 

liver cells and neocortex of young rats, specific inhibitors of the key enzymes of the 

hormone signal transduction were used. Insulin induced activation of phospholipase 

D/phosphatidic acid signaling pathway in liver cells and neocortex of young animals was 

blocked by specific inhibitors of phosphatidylinositol-3-kinase – wortmannin and 

LY294002. Obtained results have demonstrated that in the insulin-stimulated hepatocytes 

the phospholipase D/phospatidic acid pathway was activated downstream of PI3-kinase 

and possibly Akt. prove that phospholipase D is activated by insulin in the signal cascade 

after phosphatidylinositol-3-kinase. 

At the next stage of this study, the effects of flavones, luteolin and apigenin, on 

phospholipase D-dependent insulin signaling in the primary hepatocytes culture were 

studied. Luteolin (LU7Glu) and apigenin (AP7Glu) and their glycosidic forms are well 

known modulators of insulin signaling in the target cells. Both flavones inhibit insulin-

stimulated Akt phosphorylation/activity, Glut4 translocation into the plasma membrane, 

and glucose uptake. In the present work, we studied effects of LU7Glu and AP7Glu on 

PLD activity and glucose uptake and glycogen synthesis in the rat hepatocytes, stimulated 

by insulin. Taking into account the fact that luteolin inhibits insulin-stimulated 

phosphorylation of insulin receptor- 𝛽 subunit, and apigenin only tended to inhibit the IR-

phosphorylation, in the present study we performed experiments of two types: (1) flavones 

were added to the incubation media prior to insulin; (2) flavones were added after insulin 

addition. Trypan Blue staining indicated that there was no disruption of hepatocytes 
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membranes under LU7Glu or AP7Glu action. Flavones аddition to the incubation media 

prior to or after insulin was accompanied by significant reduction of insulin-stimulated 

phospholipase D activity, as well as glucose uptake and glycogen synthesis in rat 

hepatocytes. While flavones did not alter the phospholipase D activity and glucose 

metabolism in the nontreated cells. No difference was found between these two types of 

experiments.These results suggest that both drugs, LU7Glu and AP7Glu, act mainly 

downstream of insulin receptor and are potent suppressors of insulin stimulated 

phospholipase D and glucose metabolism in the liver cells. 

To study phospholipase D functions in insulin signaling of target cells and tissues a 

specific inhibitor of phospholipase D, halopemide and an antagonist of stimulated 

phospholipase D activity, ceramide were used. The phospholipase D activation, as well as 

glucose uptake or glycogen formation, in insulin-stimulated cells were significantly 

suppressed by exogenous C6-ceramide. Given that ceramide can affect not only on the 

signaling pathway of phospholipase D/phosphatidic acid, but also to affect the function of 

other participants of insulin signaling pathways, in particular phosphatidylinositol-3-

kinase or Akt/protein kinase B, using a specific phospholipase D inhibitor – halopemide – 

whether the enzyme is involved in the regulation of glucose metabolism by insulin were 

investigated. Halopemide inhibited phospholipase D activity and significantly reduced 

stimulation of glucose uptake and insulin glycogen synthesis, both in hepatocytes and in 

neocortex of young rats. Thus, at this stage of the study, it was found that insulin-activated 

phospholipase D is involved in the implementation of a hormone signal on glucose 

metabolism. 

In the next part of the study, the increase of the intracellular ceramide levels in 

ageing were found. Under these conditions the inhibition of insulin-induced phospholipase 

D activity, hormone stimulated glucose uptake and storage in liver cells, diaphragm and 

neocortex of rats are suppressed. Changes in the lipid spectrum of target cells and tissues 

and phospholipase D activity inhibition occure in the experimentaly induced resistance of 

the target tissues to the insulin action in vivo by a high saturated fatty acids diet, or in vitro 

by cultivation of young rat liver cells, tissue diaphragm and neocortex in the presence of 
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sphingolipid synthesis precursors – the palmitic acid and the C2-ceramide – or inductors 

of ceramide formation, cytostatic drugs – the paclitaxel and the doxorubicin – which 

stimulate the synthesis and accumulation of endogenous ceramides. Using the specific 

inhibitors of the sphingolipids synthesis (myriocin, fumonisin B1) and sphingomyelin 

degradation (imipramine, GW4869), it was found that palmitic acid and C2-ceramide 

induce the synthesis of endogenous ceramide de novo, while doxorubicin and paclitaxel 

increase the content of sphingolipid both by synthesis de novo and by sphingomyelinase 

activation. Using inhibitors of the sphingolipids synthesis and sphingomyelin degradation, 

it was found that the newly synthesized ceramides suppress phospholipase D-dependent 

stage of the insulin signaling pathway in the experimentaly induced hormonal resistance of 

the young rat liver cells by the ceramide precursors (palmitic acid and C2-ceramide) and 

by the inducers of ceramides accumulation the paclitaxel and doxorubicin. In addition, 

introducing a mixture of inhibitors of the synthesis of sphingolipids and 

sphingomyelinases contributes to the restoration of insulin activating phospholipase D, 

glucose uptake and glucose formation by reducing the level of endogenous ceramide. 

Induced by sphingolipids, the inhibition of phospholipase D-dependent signaling of insulin 

can be an important cause of impaired functioning of muscle, nervous tissue and liver in 

old age and precede the development of various pathologies. 

Thus, the modulation of the phospholipase D activity in cells with specific inhibitors 

can be a convenient tool for controlling the sensitivity of liver cells and neocortex to 

insulin action. Obtained data of the activation of phospholipase D insulin and the 

regulation of this enzyme by key molecules of the hormone signaling cascade, the 

phosphatidylinositol-3-kinase, Akt/protein kinase B, and phosphatase phosphohydrolase 

reveal previously unknown aspects of insulin signaling transduction in liver cells and 

neocortex. The effects of insulin activation of phospholipase D on glucose metabolism 

extend the classical presentation of the implementation of an insulin signal, reveal the 

functional significance of insulin induction of phospholipase D, and provide a new 

therapeutic target to overcome the problem of cellular sensitivity to hormonal stimuli. 

Obtained data on the suppression of phospholipase D-dependent stage of the insulin 



9 

 
signaling cascade and the processes of glucose metabolism in old age clearify the cellular 

mechanisms of age-related resistance development of target cells to insulin action. At the 

same time, modulation of the sphingolipid contents by specific inhibitors, which are 

approved pharmacological compaunds, established the reversibility of these processes. 

Such an approach to restoring the sensitivity of cells and target tissues to insulin action 

provides prospects for finding new approaches to overcoming age-related pathologies 

associated with a disturbance of sensitivity to hormonal stimuli. Pharmacological 

modulation of phospholipase D activity, as well as ceramides content in the cells, can be a 

useful tool for manipulating the target cells and tissues sensitivity to insulin action. 

Key words: ceramide, sphingolipids, phospholipase D, insulin, aging, hepatocytes, 

neocortex, diaphragm 
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ВСТУП 

Обґрунтування вибору теми дослідження. В процесі старіння зростає ризик 

виникнення метаболічних захворювань, таких як ожиріння [2], діабет 2 типу [2], 

нейродегенеративних патологій [3]. Порушення сигналінгу інсуліна є спільною 

рисою цих патологій [4, 5, 6]. Сигнальні шляхи інсуліна тонко регулюють синтез 

мітохондріальної ДНК, синтез білків, окисне фосфорилювання, продукцію АТФ, 

антиоксидантну систему клітин, тому порушення регуляції сигнальних шляхів 

інсуліна асоційоване з порушенням функцій мітохондрій, розвитком хронічних 

запальних процесів, що в свою чергу і призводить до виникнення широкого спектру 

метаболічних захворювань [7, 8]. У клітинах-мішенях інсулін, активуючи рецептори 

і рецепторні тирозинкінази, індукує послідовну активацію низки сигнальних 

молекул, таких як фосфатидилінозітол-3-кіназа (ФІ3-кіназа), Akt/протеїнкіназа В 

(Akt/ПКВ), ARF, протеїнкіназа С (ПКС) і тим самим впливає на регулювання 

метаболізму глюкози [9]. Недавніми дослідженнями було показано, що в окремих 

типах клітин інсулін індукує активацію фосфоліпази Д (ФЛД) [10, 11]. На культурі 

3Т3-L1 адипоцитів показано, що ФЛД бере участь в ключовому етапі індукованого 

інсуліном поглинання глюкози жировими клітинами, а саме, в транслокації 

транспортерів глюкози ГЛЮТ з внутрішньоклітинних депо в плазматичну 

мембрану. [10, 12]. Експресія каталітично неактивної форми ФЛД-K898R в 

адіпоцитах, а також використання загального антагоніста ФЛД (1-бутанолу) або 

нового специфічного інгібітора ФЛД (5-флуорен-2-індол дес-хлорогалопеміда 

(FIPI)) призводять до пригнічення стимульованої інсуліном транслокации ГЛЮТ в 

клітинну мембрану і пригнічення поглинання глюкози жировими клітинами [10, 12, 

13]. Також показана активація інсуліном ФЛД в гепатоцитах [14] і синаптосомах 

кори головного мозку молодих статевозрілих щурів, проте функціональне значення 

цього процесу не встановлено [15]. ФЛД, гідролізує фосфатидилхолін (ФХ) до 

фосфатидної кислоти (ФК) і холіну, локалізується у внутрішніх компартментах 

клітин і в ліпідних рафтах плазматичної мембрани [16]. Фермент регулює процеси 

клітинного транспорту, реорганізації цитоскелету, ендоцитозу і екзоцитозу 
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рецепторів, міграції клітин, а також є критично важливим регулятором проліферації, 

виживання і трансформації клітин [17]. Беручи до уваги важливу роль ФЛД в 

регуляції клітинної фізіології і поодинокі дані про активацію інсуліном ФЛД та 

участі ліпази в реалізації сигнала інсуліна, актуальним є вивчення функціональної 

ролі ФЛД в клітинах і тканинах-мішенях дії інсуліна в умовах вікзалежних і 

експериментально індукованих змін ліпідного обміну клітин- і тканин-мішеней. 

В старості, а також при розвитку стану інсулінорезистентності встановлено 

підвищення вмісту сфінголіпіда цераміда в клітинах [18, 19, 20, 21, 22]. Показано, 

що екзогенний церамід пригнічує активність ключових учасників сигнальних 

шляхів інсуліна, таких як Akt/ПКВ, ARF і ПКС [23]. Нещодавно було встановлено, 

що синтетичні аналоги цераміду також можуть негативно регулювати ФЛД [24, 25, 

26]. Вважають, що сфінголіпід може пригнічувати активність ферменту або 

прямими шляхами (на рівні транскрипції, або шляхом конкуренції з кофакторами за 

активний центр), або опосередковано (змінюючи структуру мембранних ділянок – 

рафтів, де знаходиться ФЛД) [24, 25, 26]. 

На сьогодні немає даних щодо впливу ендогенних церамідів на регуляцію 

інсуліном ФЛД в клітинах печінки, м'язовій тканини і неокортексі в старості. 

Залишається відкритим питання про те, які шляхи утворення церамідів призводять 

до їх накопичення в клітинах і є важливою ланкою в розвитку 

інсулінорезистентності в старості. Зважаючи на це, актуальним є вивчення 

особливостей зміни рівня церамідів в тканинах-мішенях дії інсуліна в старості та їх 

впливу на залежні від віку зміни функціонування ФЛД-залежної ланки сигнального 

каскаду інсуліна. 

Мета і завдання дослідження. Метою роботи було вивчення регуляції та 

функціонального значення індукованої інсуліном ФЛД при зміні чутливості клітин- 

і тканин-мішеней до дії інсуліна. Відповідно до мети були поставлені наступні 

завдання: 

– за допомогою інгібіторів ФІ3-кінази та Akt/ПКВ, а також специфічного 

інгібітора ФЛД з’ясувати місце та значення активації ФЛД у сигнальному каскаді 
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інсуліна та інсулін-індукованому поглинанні та накопиченні глюкози в гепатоцитах 

і неокортексі 3-місячних щурів; 

– дослідити вікові особливості індукованої інсуліном активації ФЛД і 

поглинання глюкози в тканинах-мішенях щурів 3- і 24-місячного віку; 

– оцінити вплив харчового раціону, збагаченого насиченими жирними 

кислотами на утворення сфінголіпідів і активацію ФЛД-залежної ланки сигнального 

каскаду інсуліна в морфо-функціонально різних органах і тканинах молодих тварин; 

– дослідити модулюючу дію попередників та індукторів утворення 

сфінголіпідів: пальмітинової кислоти, N-ацетил-D-сфінгозина (С2-цераміду), N-

гексаноїл-D-сфінгозина (С6-цераміду), доксорубіцина і паклітаксела на вміст 

сфінгомієліна і цераміда, активацію інсуліном ФЛД, поглинання глюкози і синтеза 

глікогена в тканинах-мішенях дії інсуліна у молодих тварин; 

– з’ясувати вплив специфічних інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназ на вікові та експериментально індуковані зміни вмісту сфінголіпідів, 

активацію інсуліном ФЛД і обміну глюкози в гепатоцитах щурів різного віку. 

об'єкт дослідження – вікові особливості регуляції ФЛД інсуліном, 

моделювання змін активності ФЛД за допомогою аліментарних факторів, 

попередників та індукторів утворення та накопичення ендогенних церамідів, 

інгібіторів синтеза сфінголіпідів і сфінгомієліназ. 

предмет дослідження – активація ФЛД, вміст цераміда, сфінгомієліна (СФМ), 

[
3
H]глюкози і [

14
C]глікогена в клітинах печінки, діафрагмі та неокортексі щурів у 

старості, а також при моделюванні підвищенного вмісту церамідів in vivo за 

допомогою високожирової дієти або in vitro за допомогою індукторів синтеза і 

накопичення сфінголіпідів (пальмітинової кислоти, С2-цераміда, C6-цераміда, 

доксорубіцина і паклітаксела), і корекції даного стану інгібіторами синтеза 

сфінголіпідів і сфінгомієліназ. 

Методи дослідження. Методи клітинної біології (виділення та ізолювання 

гепатоцитів за методом Петренка і співав., визначення цілісності клітинних мембран 

гепатоцитів – тест з трипановим синім); біохімічні методи (визначення активності 
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ФЛД та СФМаз, екстракція ліпідів за методом Bligh, Dyer, визначення білку за 

методом Lowry), хроматографічні (розподіл ліпідних фракцій за допомогою 

тонкошарової хроматографії), радіоізотопні (включення мічених попередників до 

ліпідів та глікогена, поглинання міченої глюкози клітинами та тканинами), 

статистичні методи (аналіз отриманих даних). 

Наукова новизна отриманих результатів. У дисертаційній роботі 

встановлено, що активація ФХ-ФЛД в клітинах- і тканинах-мішенях, стимульованих 

інсуліном, асоціюється з посиленням поглинання глюкози і синтеза глікогена. 

Показано, що індукована інсуліном ФЛД знаходиться під контролем ключових 

учасників сигнального каскаду інсуліна, а саме ФІ3-кінази, Akt/ПКВ, фосфатази 

фосфатидної кислоти, і при стимуляції клітин-мішеней інсуліном ФЛД активується 

після ФІ3-кінази і Akt/ПКВ. Виявлено порушення передавання сигнала інсуліна 

через ФЛД-залежну ланку в старості в печінці, діафрагми і неокортексі, яке 

супроводжується пригніченням процесів поглинання глюкози і утворення глікогена. 

Встановлено, що моделювання вікового підвищення вмісту ендогенного цераміду в 

печінці, діафрагмі і неокортексі молодих щурів за допомогою високожирової дієти, 

екзогенних пальмітинової кислоти, С2- та C6-цераміду і індукторів утворення 

сфінголіпідів, протипухлинних препаратів доксорубіцину і паклітакселу, 

проявляється порушенням активації інсуліном ФЛД і процесів поглинання і 

запасання глюкози. У той же час, зниження вмісту ендогенного цераміду за 

допомогою специфічних інгібіторів синтеза сфінголіпідів і сфінгомієліназ, 

супроводжується відновленням активації інсуліном ФЛД і посиленням процесів 

обміну глюкози, як в старості, так і при моделюванні порушення чутливості клітин- 

і тканин-мішеней інсуліна фармакологічними індукторами утворення цераміду. 

Таким чином, показана висока чутливість ФЛД-залежної ланки сигнального каскаду 

інсуліна до змін вмісту ендогенних церамідів в клітинах- і тканинах-мішенях в 

старості. 

Біоетична експертиза. Роботу з лабораторними тваринами (щурами) 

проводили відповідно до вимог положень «Європейської конвенції про захист 
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хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових 

цілей» (Страсбург, 1986) та згідно відповідних Законів України. Комісією НДІ 

біології порушень при проведенні науково-дослідної роботи не виявлено (протокол 

№ 8 від 20.10.2016 р.). 

Особистий внесок здобувача. Спільно з науковим керівником 

д.б.н, проф. Бабенко Н. О. обраний об'єкт і предмет дослідження, визначена мета, 

завдання і тема дисертаційної роботи і проведена інтерпретація отриманих 

результатів. Усі експериментальні дослідження, аналіз наукової літератури, 

статистична обробка отриманих результатів, оформлення і підготовка матеріалів до 

публікації проведено автором самостійно. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали досліджень були представлені 

та обговорені на VII, VIII і IX Международных симпозиумах “Биологические 

механизми старения” (Харьков, 2008, 2010, 2012), на науково-практичних 

конференціях з міжнародною участю «Фундаментальна та клінічна ендокринологія: 

проблеми, здобутки, перспективи» (Харків, 2008) та «Досягнення та перспективи 

експериментальної та клінічної ендокринології» ( Харків, 2012, 2013, 2014), V 

національному конгресі патофізіологів України «Сучасні проблеми патофізіології 

від молекулярно-генетичних до інтегративних аспектів» (Запоріжжя, 2008), науково-

практичній конференції з міжнародною участю «Проблемні питання ендокринології 

у віковому аспекті» (Харків, 2009), науково-практичній конференції з міжнародною 

участю «Ендокринна патологія у віковому аспекті» (Харків, 2012), III International 

Symposium: Intracellular signaling and bioactive molecules design (Lviv, 2012), ХІ 

Українському біохімічному конгресі (Київ, 2014), XIX-го з’їзді Українського 

фізіологічного товариства ім. П.Г. Костюка з міжнародною участю (Київ, 2014). 

Публікації. За темою дисертаціонної роботи було опубліковано 24 наукових 

праці, з яких 11 статей в наукових фахових виданнях (5 статей в виданнях, які 

входять до переліку наукових фахових видань України, 4 статті в індексованих 

англомовних виданнях, 1 стаття у вітчизняному журналі, 1 стаття в електронному 
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журналі) та 13 тез доповідей в збірниках матеріалів вітчизняних та міжнародних 

з’їздів і конференцій. 

Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, 

3 розділів, загальних висновків, списку використаних джерел та 2 додатків. Обсяг 

загального тексту дисертації складає 219 сторінок, з них основного тексту 

142 сторінки. Робота ілюстрована 53 рисунками. Список використаних джерел 

містить 349 найменувань. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Роботу 

виконано у відділі фізіології онтогенезу НДІ біології Харківського національного 

університету імені В. Н. Каразіна в рамках науково-дослідних робіт «Роль ліпідів, 

які беруть участь у сигнальній трансдукції, в модулюванні процесу старіння» 

(державний номер реєстрації 0109U001577, здобувач – виконавець); «Роль 

метаболітів сфінгомієлінового циклу в розвитку резистентності клітин до дії 

фізіологічних стимулів у процесі старіння» (державний номер реєстрації 

0111U010555, здобувач – виконавець); «Роль сфінгомієліназ у індукованої 

лікарськими препаратами резистентності клітин до дії інсуліна та тироксину в 

умовах передчасного старіння» (державний номер реєстрації 0115U000489, здобувач 

– виконавець). 

Практичне значення одержаних результатів. Проведені в дисертаційній 

роботі дослідження щодо активаціії ФЛД інсуліном і регуляції цього ферменту 

ключовими учасниками сигнального каскаду гормону ФІ3-кіназою, Akt/ПКВ і 

фосфатазою фосфатидної кислоти розкривають раніше не вивчені аспекти 

сигнальної трансдукції інсуліна в клітинах печінки.  

Залежність між регуляцією активності ФЛД і метаболізму глюкози розширює 

класичні уявлення про реалізацію сигнала інсуліна, розкриває функціональне 

значення індукованої інсуліном ФЛД і надає нову терапевтичну мішень для пошуку 

шляхів подолання проблем інсулінорезистентності.  

Отримані дані про пригнічення ФЛД-залежної ланки сигнального каскаду 

інсуліна і процесів обміну глюкози в старості поглиблюють уявлення про клітинні 
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механізми розвитку вікової резистентності клітин-мішеней до дії інсуліна. У той же 

час, за допомогою модуляції вмісту сфінголіпідів специфічними інгібіторами, які 

представляють собою затверджені лікарські засоби, встановлена оборотність цих 

процесів. Такий підхід до відновлення чутливості клітин і тканин-мішеней до дії 

інсуліна є перспективним для пошуку нових шляхів у подоланні вікових патологій, 

пов'язаних з порушенням чутливості до інсуліна. 

Результати дисертаційної роботи щодо регуляції ФЛД-залежної ланки 

сигнальної трансдукції інсуліна впроваджені в навчальний процес кафедри 

фізіології людини та тварини біологічного факультету у рамках спеціальних курсів: 

«Ендогенні модулятори фізіологічних функцій» та «Клітинні системи сигнальної 

трансдукції» для студентів 5-го курсу біологічного факультету за ОКР «Магістр» 

(впровадження підтверджено відповідним актом). 
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РОЗДІЛ 1 

 

СИГНАЛЬНА ТРАНСДУКЦІЯ ІНСУЛІНА ТА ЇЇ РЕГУЛЯЦІЯ 

СФІНГОЛІПІДАМИ  

(літературний огляд) 

 

1. 1 Роль фосфоліпази Д в сигнальній трансдукції 

 

1. 1. 1 Структура та функції фосфоліпази Д 

 

ФЛД грає важливу роль в регуляції внутрішньоклітинного транспорту 

мембранних везикул, реорганізації цитоскелету, проліферації клітин та сигналів їх 

виживання [27, 28, 29]. ФЛД і ФК беруть участь в цілому ряді патофізіологічних 

процесів і захворювань, таких як рак, нейродегенеративні патології, серцево-судинні 

захворювання [28]. ФЛД бере участь в регуляції рухливості клітин і їх міграції, 

основні етапи, які сприяють поширенню раку. Висока активність ФЛД в клітинах 

раку молочної залози людини MAD-MB-231 і клітинах лімфоми EL4 підвищує 

здатність ракових клітин мігрувати і утворювати метастази [30, 31]. Вважають, що 

ФЛД може брати участь в процесі амілоїдогенезу при розвитку хвороби 

Альцгеймера [32]. ФЛД присутня в тромбоцитах при активації клітин тромбіном, 

бере участь в процесі агрегації тромбоцитів і застосування специфічних інгібіторів 

ФЛД, зокрема FIPI, є перспективним напрямком в антитромбоцитарній терапії та 

запобіганні інсультів і легеневої емболії [33]. 

Класична ФЛД (ЄС 3.1.4.4) є фосфодіестеразою, яка в присутності води, 

каталізує гідроліз ФХ з утворенням ФК і вільної основи – холіну. Виділяють 3 

ізоформи ФЛД: ФЛД1 [34], ФЛД2 [35] і мітоФЛД [36]. Члени суперсімейства ФЛД 

мають схожий консервативний повтор в структурі молекули – HxK(x)4D(x)6GSxN, 

де Н – гістидин, К – лізин, D – аспарагінова кислота, а х – є будь-яким 

амінокислотним залишком [37]. Всі члени сімейства ФЛД містять дві HKD ділянки. 
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Припускають, що дана амінокислотна послідовність необхідна для забезпечення 

каталітичної функції ферментів. ФЛД1 і ФЛД2 відрізняються один від одного 

головним чином N- і С-кінцями. Крім того, ФЛД1 містить ділянку-петлю що 

складається з 116 амінокислотних залишків, яка знаходиться відразу за першою 

HKD-ділянкою. Амінокислотні залишки двох HKD фрагментів формують єдину 

активну ділянку (каталітичний центр) і залишок гістидину однієї ділянки служить в 

якості нуклеофільного компонента в реакції утворення фосфоферментного 

проміжного продукту,  в той час як залишок гістидину іншої ділянки бере участь в 

гідролізі фосфодіефірного зв'язку [38]. За наявності первинних спиртів, таких як 

етанол або 1-бутанол, ФЛД каталізує реакцію трансфосфатидилювання, в результаті 

якої утворюється фосфатидилетанол (ФЕТ) або фосфатидилбутанол (ФБУТ) замість 

ФК [39, 40]. Ці фосфатидилспірти не можуть в подальшому метаболізуватися і 

біологічно інертні. Тому, первинні спирти часто використовуються для визначення 

клітинної активності ФЛД або в якості інгібіторів, що запобігають утворенню ФК. 

Іншими високо консервативними ділянками, знайденими в класичних генах 

ФЛД є phox послідовність (РХ), плекстрин-гомологічний (РН) домен і ділянку, що 

зв'язуює фосфатидилінозітол 4,5-бісфосфат (PIns4,5P2). Мутаційний аналіз ФЛД1 

показав що N-кінець ФЛД необхідний для активації протеїнкінази С (ПКС) [41], тоді 

як малий G-білок RhoA взаємодіє з С-кінцем [11, 42]. Ділянка взаємодії з ARF 

залишається неідентифікованою, але припускають, що вона знаходиться на С-кінці 

ферменту [41]. 

ФЛД1 і ФЛД2 ідентичні на 50% і мають загальні властивості, зокрема 

зв'язування з мембраною, потреби в PIns4,5P2 в якості кофактора для активації, і 

здатність безпосередньо стимулювати членів сімейства ARF. ARF найбільш відомі 

завдяки їх ролі в регуляції формування везикул [38, 43, 44, 45]. ФЛД1 також 

стимулюється безпосередньо членами сімейства Rho [43] і класичними ПКС α і β 

незалежно від їх кіназної активності [43, 46]. ARF, Rho і ПКС активують ФЛД 

шляхом взаємодії з певними ділянками ферменту, комбінація цих стимуляторів 

зумовлює синергічне посилення активності ферменту [38, 47, 48].  
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На відміну від ФЛД1, ФЛД2 конститутивно активна in vitro і in vivo, та її 

активність не чутлива до стимуляції ГТФазамі Rho сімейства. ФЛД2 також 

демонструє слабку відповідь на дію форболових ефірів, що передбачає можливість 

регуляції ферменту ПКзою С [47]. 

ФЛД1 і ФЛД2 експресуються в більшості тканин ссавців. Дослідження щодо 

внутрішньоклітинного розподілу ФЛД1 і ФЛД2 суперечливі. Вимірювання 

біохімічної активності шляхом субклітинного фракціонування показали, що ФЛД 

може бути виявлена в більшості клітинних мембран, включаючи ендоплазматичний 

ретикулум, апарат Гольджі, транспортні/секреторні везикули, плазматичну 

мембрану і ядерне оточення [39]. Імуноцитохімічний аналіз показує локалізацію 

ФЛД1 в перинуклеарному просторі, в ендоплазматичному ретикулумі, апараті 

Гольджі і пізніх ендосомах [35, 50, 51]. Крім того, в деяких типах клітин, ФЛД1 

знаходиться також в секреторних гранулах або в плазматичній мембрані [52, 53]. 

Показано, що у відповідь на стимуляцію агоністами ФЛД1 транслокується в 

плазматичну мембрану [54, 55, 56]. Активність ФЛД2 навпаки, асоційована з 

плазматичною мембраною, цитозолем і субмембраннимі везикулами, що прямують 

до центру сортування [35, 42, 57].  

Активація ФЛД відбувається під час цілої низки клітинних процесів і, 

зокрема, під час мембрано-транспортних процесів, але не обмежується екзоцитозом 

і ендоцитозом. Наприклад, в якості даунстрім еффектора ARF ФЛД опосередковує 

відєднання везикул від апарату Гольджі, транспорт з ендоплазматичного 

ретикулуму до мембрани апарату Гольджі і вивільнення секреторних пухирців, що 

утворилися, з транс-Гольджі мережи [58, 59]. 

Регульований екзоцитоз складається з серії етапів, які включають в себе (в 

деяких типах клітин): реорганізацію кортикального бар'єру F-актину, який фізично 

блокує везикули від плазматичної мембрани; рух везикул до плазматичної 

мембрани, прикріпленню цих везикул до мембрани; примірування; і злиття пухирців 

з плазматичною мембраною. Дослідження Huang і співавторів показали, що ФЛД і 

ФК відіграють вирішальну роль в процесі злиття мембран або в етапі екзоцитозу, 



31 

 
наступним за процесом заякорівання, в процесі транслокації пухирців, що містять 

ГЛЮТ, в плазматичну мембрану адипоцитів [12] або вивільненні інсуліна з гранул 

β-клітин підшлункової залози [60]. 

Механізм участі ФЛД/ФК в полегшенні злиття мембран може бути як прямим, 

так і непрямим. ФК може діяти як ліпідний якір і активувати фосфатидилінозітол-4-

фосфат-5-кіназу, в результаті чого збільшується вміст PIns4,5P2 [61]. Паралельно, 

ФК може запускати злиття мембран безпосередньо, діючи як фузогенний липид 

[52]. Будучи присутнім у внутрішньому шарі мембран, що піддаються злиттю, ФК 

збільшує негативну кривизну, приводячи до того, що контактуючи мембрани 

зв'язуються внутрішніми сторонами і ліпід знижує енергію необхідну для 

злиття [52].  

Дію ФК як фузогенного ліпіду було показано in vitro на препаратах мембран 

нейтрофілів [62]. Harsh і Blackwood показали, що при стимуляції нейтрофілів, 

утворення ФК відбувається в плазматичній мембрані клітин і везикулярних 

субклітинних фракціях [61]. Пізніше, з використанням безклітинної системи для 

вивчення NSF (nonstimulated fusion) прикріплення (SNARE)-залежного рецептора і 

зв'язування мембрани, Vicogne і співавтори виявили, що система ФЛД/ФК, в цих 

умовах, підсилює злиття асиметрично (тобто посилення відбувається тільки, коли 

ФЛД і ФК присутні на акцепторній мембрані (модельний еквівалент плазматичної 

мембрани в експерименті)) [62]. 

Показано, що нормальне функціонування клітин мозку, особливо нейронів, 

залежить від активності ФЛД під час формування синапсів, екзоцитозу 

нейротрансмітерів і ендоцитозу їх рецепторів. Крім того, ФК є кальцієвим 

іонофором і пов'язана з деполяризацією мембран синапсів, входом Са
2+

 і 

вивільненням нейротрансмітерів [63, 64]. Існують дані про те, що ФЛД бере участь в 

ендоцитозі рецепторів безпосередньо, не залежно від утворення ФК, по клатрин-

залежному шляху через взаємодію з дінаміном, або по клатрин-незалежному шляху, 

взаємодіючи з білком Arf6 [65, 66, 67].  
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Ще одна функція ФЛД стосується утворення холіну, необхідного для синтеза 

ацетилхоліну. Холін утворюється при розщепленні ФХ ФЛД і використовується 

холінергічними нейронами для синтеза ацетилхоліну [68, 69]. Цей шлях важливий, 

коли екстраклітинна концентрація холіну мала або, коли синтез і вивільнення 

ацетилхоліну посилюється, при високій активності нейронів, таким чином, виникає 

велика потреба в холіні [70]. Відхилення в ФЛД-залежному вивільненні холіну може 

очікуватися в результаті зниження транспорту холіну і/або загального порушення 

функціонування холінергічних клітин. Такі порушення і дегенерація холінергічних 

нейронів мозку притаманні хворобі Альцгеймера [71]. Вважають, що подібні зміни 

частково викликають втрату пам'яті при цьому захворюванні.  

Низкою дослідників показано, що ФЛД грає ключову роль в зростанні аксонів 

нейрональних клітин і формуванні синапсів [72, 73]. При диференціюванні нейронів 

в культурі клітин Е12 кори головного мозку щурів посилюється експресія і 

активність ФЛД, експресія синапсіна 1 (маркера синаптогенезу) і посилюється 

зростання аксонів. У клітинах феохромоцитоми РС12 фактор росту нервів стимулює 

активацію ФЛД2, яка діє в складі сигнального каскаду зростання аксонів і 

регулюється MAP-кіназою р38 [74]. А в стовбурових клітинах попередниках 

гіпокампу Н19-7 під дією основного фактора росту фібробластів ФЛД1 регулює 

експресію Bcl-2 через JNK/STAT3, що посилює формування аксонів [75]. 

Пригнічення активності ФЛД у всіх описаних випадках супроводжується повним 

пригніченням росту аксонів нейрональних клітин [72-75].  

У висновку слід зазначити, що ФЛД і продукт її реакції ФК беруть участь в 

регуляції процесів внутрішньоклітинного транспорту, проліферації та виживання 

різних типів клітин. Як ФЛД1, так і ФЛД2 експресуються в мембранних структурах 

більшості типів клітин і тканин ссавців; активуються біологічно активними 

речовинами (гормонами, факторами росту) і беруть участь в процесах сигнальної 

трансдукції.  ARF, Rho і класичні ПКС регулюють активність ФЛД в ході мембрано-

транспортних процесів. Показано, що ФЛД і ФК відіграють важливу роль в процесі 

транспорту і транслокації пухирців, що містять ГЛЮТ в мембрани клітин-мішеней 
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інсуліна. Зміни регуляції ФЛД спостерігаються при розвитку різних 

патофізіологічних процесів, починаючи від запалення та закінчуючи діабетом і 

різними нейродегенеративними захворюваннями. 

 

1. 1. 2 Роль фосфоліпази Д в передаванні сигнала інсуліна і інсулін-

залежному поглинанні глюкози 

 

Відомо, різні ізоформи ФЛД ссавців регулюються екстраклітинними 

агоністами, такими як гормони, фактори росту, нейротрансмітери і цитокіни, які 

діють через G-білок-зв'язані рецептори і рецепторні тирозинкінази [49]. Voss і 

співавтори на ембріональних клітинах нирок людини HEK293 показали, що дія 

ростових факторів, таких як EGF, PDGF і інсуліна підвищує ендогенну активність 

ФЛД [76]. Індукована інсуліном активація ФХ-специфічної ФЛД в плазматичній 

мембрані спостерігається в клітинах ендотелію людини [77], L6 і BC3H-1 міоцитах 

[78-80], в адипоцитах [81] і гепатоцитах щурів [14]. У клітинах HEK 293 і 

гепатоцитах щурів інсулін стимулює ПКС- і ФЛСγ-залежну активацію ФЛД [11, 14]. 

В адипоцитах щурів індукована інсуліном активація ФІ3-кінази призводить до 

продукції поліфосфоінозітидів в плазматичній мембрані з подальшою 

транслокацією Rho, активацією ФЛД [81] і посиленням транспорту глюкози. 

Дослідженнями на адипоцитах і м'язових клітинах було показано, що 

активація інсуліном ФЛД часто корелює з посиленням поглинання глюкози 

клітинами-мішенями [82, 83]. У клітинах-мішенях стимульоване інсуліном 

поглинання глюкози здійснюється транспортерами глюкози ГЛЮТ. В не 

стимульованому стані, 3-10% транспортерів глюкози локалізуються на клітинній 

поверхні і більш 90% повільно циклюють між плазматичною мембраною і 

внутрішньоклітинними компартментами [82, 83]. Інсулін регулює транслокацію 

транспортерів глюкози двома взаємопов'язаними шляхами. Гормон перемикає потік 

руху везикул, що містять ГЛЮТ. По-перше, основна активність гормону спрямована 

на вивільнення ГЛЮТ від білка-блокатора TUG, що зв'язує і утримує його всередині 
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не стимульованих клітин. По-друге, інсулін, шляхом активації ФЛД, знижує 

кількість kiss-and-run подій і збільшує частоту злиття везикул з плазматичною 

мембраною [10] Активація рецептора інсуліна призводить до збільшення швидкості 

екзоцитозу везикул, що містять ГЛЮТ, і зниження швидкості інтерналізації 

транспортерів шляхом ендоцитозу. 

Регуляція екзоцитозу може здійснюватися по одному або більше наступних 

етапів: 1) етап утворення пухирців, при якому везикули вивільняються з 

навколоядерного ретикулярного депо, щоб поповнити запаси везикулярного 

компартменту; 2) етап руху, в якому розсіяні мембранні пухирці рухаються у 

напрямку до плазматичної мембрани; 3) вхід мембранних пухирців в загальну 

рециркулюючу ендосомальну систему; 4) стикування і прикріплення везикул; 

5) етап, який включає злиття пухирців, що містять ГЛЮТ, з площиною мембрани. 

Активація ФЛД встановлена у великій кількості мембрано-транспортних 

процесів [49]. Обидві форми ФЛД1 і ФЛД2 регулюються інсуліном [11, 48], 

показано, що ФЛД2 фізично асоційована з рецептором інсуліна, хоча залишається 

невідомим чи є активація ферменту результатом прямого контакту між ФЛД2 і 

рецептором або ФЛД2 активується в результаті послідовної стимуляції рецептора.  

На клітинах первинної хромафинної тканини і РС12 клітинах (в цих клітинах 

ФЛД1 локалізується в плазматичній мембрані) показано, що зниження активності 

ФЛД1 в цих клітинах викликає затримку в швидкості злиття секреторних пухирців і 

подовжує тривалість подій злиття [50]. Багато відомо про білки, які беруть участь у 

злитті – наприклад, SNARE і Munc18 [84], однак також показано, що ліпідне 

оточення може полегшувати перебіг процесів, що каталізують ці ферменти [85, 86, 

87]. Чи є цей механізм прямим (наприклад, ФК діє як фузогенний ліпід) або 

опосередкованим (ФК діє як сигнальний ліпід, який підвищує вміст PIns4,5P2) 

залишається невідомим, проте відомо, що підвищення рівня ФК полегшує процес 

злиття мембран. Це було показано на нейронах, в процесі вивільнення 

нейротрансмітерів [87]. У нейтрофілах і тучних клітинах функції ФЛД1 полягають в 

регуляції транспорту і секреції секреторних гранул [88]. У тучних клітинах ФЛД1 
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локалізується в секреторних гранулах замість плазматичної мембрани [88]. Більш 

того, Choi і співавтори виявили, що активність ФЛД1 необхідна для транслокації 

гранул в плазматичну мембрану, і що ФЛД2 полегшує злиття гранул з 

плазматичною мембраною при субмаксимальній концентрації антигену (роль ФЛД1 

в злитті гранул була протестована оскільки інгібування активності ФЛД1 блокує 

більш ранні етапи в цьому шляху, а саме транслокацію гранул в плазматичну 

мембрану) [88, 89]. Таким чином, в даний час зібрано багато даних щодо ролі ФЛД в 

регуляції везикулярного транспорту у великій кількості експериментальних 

модельних систем. З огляду на зазначені факти, важливим є визначення функцій 

ФЛД в клітинах, що містять і транслокують транспортери глюкози ГЛЮТ. 

Дослідженнями Emoto і співавторів показано, що ФЛД1 може регулювати 

транслокацію ГЛЮТ4 [90]. Було показано, що ФЛД1 локалізується спільно зі 

структурами що містять ГЛЮТ4 і, що мікроін'єкції бактеріальної або рослинної 

ФЛД діють синергічно з субмаксимальними концентраціями інсуліна, посилюючи 

транслокацию ГЛЮТ4 [90, 91]. Результатом дії інсуліна і м'язового скорочення є 

транслокація білків ГЛЮТ4 на поверхню клітин скелетної мускулатури з 

внутрішньоклітинних мембран донорів/везикулярних компартментів. 

Біохімічні механізми, які задіяні в мембранному трафіку білків, були раніше 

пояснені з використанням безклітинних систем [92]. Було встановлено, що ФЛД, 

ARF (фактор рибозилювання ADP) і класичні ізоформи ПКС є важливими 

факторами для мобілізації/формування везикул, що переносять «вантаж» білків. 

ARF, білки оболонки, нуклеотиди, PIns4,5P2, ФК і ЖК-СоА також є важливими 

кофакторами для утворення везикул. Фактично, в моделі позитивного зворотнього 

зв'язку, було припущено, що гуанозин нуклеотид-обмінюючи чинники переносять 

фосфат на ГДФ в результаті чього в ARF утворюється ГТФ. Активований ГТФ-ARF 

зв'язується з мембраною і активує ФЛД, таким чином, індукуючи швидкий гідроліз 

ФХ і утворення ФК. ФК активує ФІ4-кіназу, ФІ5-кіназу і ФЛД. Посилення 

активності зазначених кіназ призводить до фосфорилювання фосфатидилінозітолу 

(PІns) і фосфатидилінозітол-4-фосфату (PIns4P), викликаючи локальне підвищення 
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концентрації PIns4,5P2 і це може збільшувати вигин мембрани і посилювати 

утворення везикул [92]. Цей механізм прямого зв'язку, контрольований ключовим 

ферментом ФЛД, може бути також залучений в інсулін-індуковане формування 

малих везикул що містять ГЛЮТ4 з великих мембран донорів ГЛЮТ4 в клітинах 

скелетної мускулатури. Зокрема, перетворення PIns4,5P2 на фосфатидилінозітол-

3,4,5-трисфосфат (PIns3,4,5P3) інсулін-чутливою ФІ3-кіназою може викликати 

активацію ГТФ-обмінюючих факторів, які активують ARF білки і, за допомогою 

цього, ФЛД [92]. Таким чином, інсулін може індукувати ФЛД шляхом активації 

ARF через утворення PIns3,4,5P3. Більш того, було показано, що інсулін стимулює 

як ARF, так і саму ФЛД. До того ж, везикули, що містять ГЛЮТ4, також містять 

аденозин-чутливу ФІ4-кіназу, яка продукує PIns4,5P2 – кофактор для ФЛД і субстрат 

для ФІ3-кінази. Крім того, показано, що пухирці містять ГЛЮТ4, ізольовані з 

адипоцитів, зв'язуються з ацил-СоА синтазою і продукт активності цієї синтази 

«ацил-СоА» є важливим для формування пухирців. Нарешті, транслокація ГЛЮТ4 

стимулюється аналогом ГТФ, ГТФγS, що демонструє важливу роль ГТФ-зв'язуючих 

білків у регуляції процесу поглинання глюкози. Крім того, подібні результати 

отримані і на культурі клітин СНО [92]. 

Показано, що сигнальні каскади інсуліна і ендотеліну-1 включають 

мобілізацію F-актину в жирових і м'язових клітинах у формі кортикального актину і 

агенти, які порушують реорганізацію цього актину, призводять до блокування 

транслокації ГЛЮТ4 і вбудовування в плазматичну мембрану [93] . Більш того, 

посилення експресії конститутивно активних сигнальних молекул в нормі 

регульованих інсуліном і ендотеліном-1, таких як ФІ3-кіназа або Akt/ПКВ, викликає 

реорганізацію актину і транслокацію ГЛЮТ4 [94]. Крім того, було показано, що C-

кінцевий домен ГЛЮТ4 взаємодіє з біфункціональним гліколітичним ферментом 

альдолазою, яка каталізує оборотне розщеплення фруктоза-1,6-бисфосфату і 

дигідроксіацетон фосфату [95]. В експериментах in vitro ГЛЮТ4 асоційований з 

актином тільки в присутності альдолази. Вважають, що альдолаза функціонує в 

якості молекулярної платформи, що зв'язує ГЛЮТ4 і F-актин [106]. Субстрат 
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альдолази і продукт реакції можуть опосередковувати дисоціацію комплексу 

ГЛЮТ4-альдолаза і пригнічувати екзоцитоз ГЛЮТ4 і транспорт глюкози шляхом 

негативного зворотного зв'язку. І нарешті, ФЛД2 взаємодіє з альдолазою та її 

активність пригнічується альдолазою [96]. Ймовірно, в результаті взаємодії між 

альдолазою і ГЛЮТ4, метаболіти альдолази підсилюють взаємодію між альдолазою 

та ФЛД2 і надалі інгібують активність ФЛД.  

Важливим є те, що дві ізоформи ФЛД1 і ФЛД2 активуються у відповідь на дію 

інсуліна і беруть участь в процесі поглинання глюкози на різних його етапах – на 

етапі зміни цитоскелету під дією інсуліна, що необхідно для транспорту 

транспортерів глюкози до плазматичної мембрани, а також на етапі злиття пухирців 

що містять транспортери глюкози з плазматичною мембраною. Пригнічення 

активності ФЛД призводить до порушення процесів транспорту глюкози під дією 

гормону.  

Наприкінці слід зазначити, що інсулін індукує активацію ФХ-специфічної 

ФЛД в плазматичній мембрані клітин-мішеней гормону. Для класичних тканин-

мішеней інсуліна показано посилення поглинання глюкози клітинами на тлі 

активації ФЛД. Однак механізми, за допомогою яких здійснюється регуляція 

транспорту глюкози і функціонування ФЛД в умовах інсулін-залежної стимуляції 

метаболізму глюкози вивчені ще недостатньо. 

 

1. 2 Сигнальний каскад інсуліна і його реалізація в різних типах тканин-

мішеней 

 

1. 2.1 Особливості передавання сигнала інсуліна в м'язовій тканині 

 

Гормон підшлункової залози інсулін викликає в організмі людини і тварин 

гіпоглікемічний ефект – гормон підсилює транспорт глюкози в інсулін-чутливих 

тканинах. До них відносяться, зокрема, м'язова і жирова тканини.  
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Реалізація функцій інсуліна в тканинах і клітинах-мішенях здійснюється 

завдяки активації рецептора гормону. Рецептор інсуліна є гетеротетрамер, що 

складається з двох екстраклітинних α-субодиниць і двох трансмембранних                

β-субодиниць, пов'язаних один з одним дисульфідними зв'язками. Зв'язування 

інсуліна з α-субодиницями рецептора викликає його конформаційні зміни, які 

призводять до автофосфорилювання залишків тирозину, присутніх в                          

β-субодиниці рецептора [97, 98]. Залишки фосфорильованого тирозину 

розпізнаються фосфотирозин-зв'язуючими доменами адаптерних білків сімейства 

IRS [97, 98]. Відбувається фосфорилювання ключових залишків тирозину IRS білків, 

деякі з яких розпізнаються Src-гомологічним 2 доменом (SH2) Р85-регуляторної 

субодиниці ФІ3-кінази. Каталітична субодиниця ФІ3-кінази – Р110 – фосфорилює 

PIns4,5P2 і призводить до утворення PIns3,4,5P3. За участю PIns3,4,5P3 відбувається 

активація  3-фосфоінозітид залежної протеїнкінази-1 (PDK-1), яка в комбінації з ще 

неідентифікованою кіназою призводить до фосфорилювання і активації Akt/ПКВ і 

реалізації фізіологічних ефектів інсуліна [97]. 

Відомо, що ключовою дією інсуліна в м'язовій тканині є стимулювання 

поглинання глюкози клітинами-мішенями. Це досягається за допомогою 

транспортерів глюкози ГЛЮТ, які транслокуються з внутрішньоклітинних депо в 

плазматичну мембрану [99]. ГЛЮТ циркулюють між плазматичною мембраною і 

внутрішньоклітинними депо, що містять транспортери глюкози. У відсутності 

сигнала інсуліна основна частина траспортерів знаходиться в мембранах 

ендоплазматичного ретикулуму [100]. Ключову роль в процесі утворення везикул, 

що містять ГЛЮТ, грає ФІ3-кіназа [101, 102]. Показано, що перетворення PIns4,5P2 

в PIns3,4,5P3 інсулін-чутливою ФІ3-кіназою може викликати активацію ГТФ-

обмінюючих факторів, які активують ARF білки. Припускають, що в свою чергу 

ARF активують ФЛД [101]. ФЛД індукує швидкий гідроліз ФХ і утворення ФК. ФК 

активує ФІ4-кіназу, ФІ5-кіназу і саму ФЛД, зв'язуючись безпосередньо з ліпазою. 

Посилення активності ліпідкіназ призводить до фосфорилювання PIns і PIns4P, тим 

самим викликаючи місцеве підвищення концентрації PIns4,5P2 і це може 
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збільшувати вигин мембрани і утворення везикул [101]. Під дією інсуліна також 

відбувається вивільнення транспортера глюкози з комплексу TUG-ГЛЮТ, де TUG є 

білком блокатором транслокации ГЛЮТ-містячих пухирців в нестимульованих 

гормоном клітинах-мішенях інсуліна [102, 102]. У стимульованих інсуліном 

клітинах-мішенях везикули, що містять ГЛЮТ4, транспортуються до периферії 

клітини уздовж мікротрубочок [104]. В процесі прикріплення ГЛЮТ4-везикул, ці 

структури утримуються біля периферії клітини за допомогою актинового 

цитоскелета через ACTN4 і/або за допомогою комплексу екзоціст [105, 106]. Потім 

ГЛЮТ4 зв'язується з мембраною через комплекси SNARE [86, 107]. Необоротне 

включення везикул, що містять ГЛЮТ4, в плазматичну мембрану клітин 

посилюється інсуліном і реалізується білками Munc18c і SNARE [86, 107]. Крім 

того, в роботі Xu і співавторами було показано, що гальмування ФЛД специфічним 

(FIPI) і неспецифічним (1-бутанол) інгібіторами знижує частоту злиття везикул, що 

містять ГЛЮТ4 з плазматичною мембраною [10]. Таким чином, в результаті 

активації сигнального каскаду інсуліна запускається ланцюг подій, що приводить до 

екстерналізації на поверхні клітин-мішеней більше 50% транспортерів ГЛЮТ4, і 

посиленню поглинання глюкози. Крім того, важливе місце в реалізації цього 

процесу відведено ФЛД [90, 96, 101]. 

Паралельно з процесом транслокації транспортерів ГЛЮТ в плазматичну 

мембрану клітин-мішеней інсуліна відбувається і запуск процесу синтеза глікогена. 

[108-110]. Інсулін-чутлива ФІ3-кіназа сприяє фосфорилюванню Akt/ПКВ за 

залишком Ser 473. В результаті Akt/ПКВ активується і виходить з плазматичної 

мембрани в цитоплазму, де фосфорилює по залишку Ser 9 і інактивує кіназу-3 

глікогенсинтази (GSK3). Головний субстрат GSK3 – це глікогенсинтаза, фермент, 

який каталізує утворення глікозидного зв'язку між атомом С1 UDP-глюкози і 

атомом С4 кінцевого залишку глюкози в глікогені з вивільненням уридиндифосфату 

UDP. GSK3 фосфорилює глікогенсинтазу, тим самим переводячи її в неактивний 

стан, і пригнічує синтез глікогена. Фосфорилювання GSK3 Akt/ПКзой В призводить 
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до інактивації ферменту і активізації процесу запасання глюкози у вигляді 

глікогена [109]. 

Таким чином, в м'язовій тканині під дією інсуліна активується каскад реакцій, 

кінцевим підсумком яких є активація процесу поглинання глюкози і запасання її у 

вигляді глікогена. Особливістю функціонування сигнального каскаду інсуліна в 

м'язовій тканині є транслокація інсулін-чутливих транспортерів глюкози ГЛЮТ4 

при гормональній стимуляції. Інсулін також викликає активацію ФЛД і утворення 

продукту її реакції ФК, які грають критичну роль в процесі вбудовування пухирців 

що містять ГЛЮТ4 в плазматичну мембрану, тим самим сприяючи посиленню 

процесів утилізації глюкози клітинами. 

 

1. 2. 2 Особливості передавання сигнала інсуліна в клітинах печінки 

 

Печінка є центральним органом, який бере участь в регуляції гомеостазу 

глюкози і ліпідів в організмі. Добре відомо, що інсулін підсилює надходження 

глюкози в клітини печінки, индукуючи активацію глюкокінази і стимулюючи 

глікогенсинтазу [109, 110]. Активація глюкокінази призводить до збільшення 

кількості фосфорильованої глюкози, в результаті чого знижується 

внутрішньоклітинна концентрація глюкози, що сприяє її додатковому надходженню 

в клітину [110]. Крім того, показано, що у мишей нокаутних по гену глюкокінази 

печінки спостерігається достовірне зниження рівня мРНК рецептора інсуліна і 

ГЛЮТ2 [110].  

Відомо, що ГЛЮТ2 є основним транспортером глюкози, який експресується в 

клітинах печінки [111, 112]. Він має низьку афінність і високу пропускну здатність. 

Показано, що цей транспортер локалізується на синусоїдальній мембрані 

гепатоцитів поза стимуляції клітин інсуліном. ГЛЮТ2 забезпечує транспорт 

глюкози через плазматичну мембрану гепатоцитів в двох напрямках. При низькому 

вмісті глюкози в крові вміст ГЛЮТ2 в плазматичній мембрані клітин печінки 

збільшується і посилюється продукція глюкози печінкою. 
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Показано, що зв'язування інсуліна з рецептором посилює інтерналізацію 

рецептора інсуліна паралельно з активацією ГЛЮТ2 в плазматичній мембрані [111]. 

Рецептор інсуліна і ГЛЮТ2 утворюють комплекс: рецептор-транспортний білок в 

гепатоцитах, який здійснює інсулін-опосередковану регуляцію транспорту глюкози 

в клітини [112]. Дослідженнями з фракціонування мембран показано, що рецептори 

інсуліна і ГЛЮТ2 переносяться з плазматичної мембрани в ендосомальні 

компартменти в рівних співвідношеннях. Крім того, в ході біофізичних досліджень 

встановлено, що ці білки розташовані в плазматичній мембрані гепатоцитів на 

відстані в 20-60 Å і фізично взаємодіють [113]. Показано, що вміст комплексів 

рецептор інсуліна/ГЛЮТ2 збільшується у мишей з підвищеною чутливістю до 

інсуліна (PTD1B-null mice) [114]. Це істотно впливає на продукцію глюкози 

печінкою. У стані голодування печінка продукує глюкозу. Останнім етапом 

глюконеогенезу або глікогенолізу є гідроліз глюкозо-6-фосфату до глюкози, яка 

потім вивільняється в кров через ГЛЮТ2. В стані абсорбції, коли концентрація 

глюкози плазми і інсуліна зростають, печінка запасає глюкозу у вигляді глікогена 

або метаболізує її шляхом ліпогенезу. Продукція ендогенної глюкози блокується у 

разі пригнічення ферментів глюконеогенезу. Видалення ГЛЮТ2 з плазматичної 

мембрани є ефективним механізмом для запобігання виходу глюкози з гепатоцитів. 

У щурів, які утримувались на висококалорійному раціоні, вміст ГЛЮТ2 в клітинах 

печінки знижувався на 30% і цього було достатньо для значущих змін у функції 

печінки, що свідчить про важливу роль змін у вмісті транспортерів глюкози на 

фізіологію печінки [115]. 

Сигнальний шлях ФІ3-кіназа/Akt/mTORC1 активується як поживними 

речовинами, так і інсуліном [116]. Показано, що цей комплекс ферментів 

конститутивно активний у мишей нульових по TSC2 (комплекс туберозного 

склерозу 2), що проявляється в умовах in vitro в пригніченні поглинання глюкози 

шляхом регулювання трафіку ГЛЮТ2 і ГЛЮТ4 [114]. Ця робота є першим 

повідомленням про паралельну регуляції транспорту ГЛЮТ2 і ГЛЮТ4. 

Припускають, що молекулярні механізми регуляції транслокации ГЛЮТ2 [117] і 
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ГЛЮТ4 [118] можуть бути подібними. Проте, в тонкому кишківнику і гепатоцитах 

інсулін інтерналізує ГЛЮТ2, тоді як в адипоцитах і м'язових клітинах інcулін 

екстерналізує ГЛЮТ4. Показано, що поряд з ГЛЮТ2 гепатоцити експресують 

регульований інсуліном ГЛЮТ4 [119-123]. 

Akt/ПКВ є важливим учасником сигнального каскаду інсуліна і метаболізму 

глюкози в клітинах печінки. У відповідь на активацію Akt/ПКВ, поглинання 

глюкози стимулюється в результаті посилення синтеза глікогена через GSK-3β. 

Додатковими учасниками регуляції метаболізму глюкози інсуліном є різні ізоформи 

ПКС. Дослідженнями, проведеними на первинній культурі гепатоцитів щурів і 

клітинній лінії AML-12 показано, що інсулін підсилює активність ПКСδ, в той час 

як активність ПКСα залишається незмінною [117]. ПКСδ постійно зв'язана з 

рецептором інсуліна і активується при стимуляції гормоном. Пригнічення експресії 

ПКСδ редукує як стимульовану інсуліном активацію Akt/ПКВ, так і інгібування 

GSK-3β і значимо знижує інсулін-індуковане поглинання глюкози [117]. 

Необхідним компонентом складного шляху поглинання і метаболізму глюкози 

клітинами печінки є глюкокіназа. Інсулін є першим активатором експресії 

глюкокінази. Показано, що у щурів з діабетом, індукованим стрептозотоцином, 

редуковано вміст мРНК глюкокінази і самого ферменту. Інсулін відновлює 

експресію в першу чергу через транскрипцію гена глюкокінази. У культурі 

гепатоцитів інсулін підсилює експресію цього ферменту незалежно від концентрації 

глюкози. Дія інсуліна на експресію гена глюкокінази опосередковується через 

сигнальний шлях ФІ3К/Akt/ПКВ, а також фактор транскрипції SREBP-1c і інші 

недостатньо вивчені фактори транскрипції [122]. Існує припущення, що форболові 

ефіри, активатори ПКС через активацію ФЛД можуть надавати переважний вплив 

на стимульовану інсуліном експресію глюкокінази [123]. 

1. 2. 3 Функції інсуліна в центральній нервовій системі 

 

Дія інсуліна на периферичні тканини полягає в стимуляції поглинання, 

окислення і запасання глюкози [124]. В ЦНС інсулін модулює зростання нейронів і 
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гліальних клітин, їх виживання, диференціювання, міграцію, експресію генів, синтез 

білка, складання цитоскелету і формування синапсів [125]. Інсулін синтезається       

β-клітинами підшлункової залози і транспортується з цереброспинальною рідиною в 

мозок [126-128]. Гормон перетинає гематоенцефалічний бар'єр головним чином за 

допомогою спеціальних переносників. Цей процес є активним, насичуємим, 

регульованим, чутливим до змін температури і обмежується бар'єрної системою, 

утвореної щільними контактами між ендотеліальними клітинами [129]. Крім того, 

перферійний інсулін може потрапляти в ЦНС безпосередньо через саме заднє поле 

гіпоталамуса, область з нещільним гематоенцефалічним бар'єром [130]. 

Альтернативним джерелом інсуліна в мозку є його синтез de novo [131]. Це 

підтверджується дослідженнями Zhao і співавторів, які виявили, що мРНК I і II 

препроінсуліна присутня в зародковому мозку і культурі нейронів. Крім того, ними 

була показана наявність імунореактивного інсуліна в ЕПР, апараті Гольджі, 

цитоплазмі нейронів, аксонах, дендритах і синапсах [131-134]. Ці дані свідчать про 

синтез гормону нейрональними клітинами. Також, прямим доказом утворення 

інсуліна в мозку є синтез гормону культурою нейронів мозку щурів [124]. 

Вивільняється інсулін з клітин шляхом К
+
 і Са

2+
 індукованої деполяризації мембран. 

Синтез інсуліна відбувається в пірамідальних нейронах (наприклад, гіпокампу, 

префронтальної кори і нюхової цибулини), але не в клітинах глії [136-138]. 

Інсулінрецепторний каскад в ЦНС має принципову схожість з таким в інших 

периферичних тканинах-мішенях. У мозку інсулін зв'язується з рецепторами, які 

широко поширені по всій ЦНС [133, 139]. Особливо багато рецепторів інсуліна 

локалізується в нюховій цибулині, гіпоталамусі, корі головного мозку, мозочку, 

гіпокампі і смугастому тілі [129, 140, 141]. У мозку ссавців виявлено 2 різних типи 

рецепторів інсуліна: периферійні рецептори і нейрон-специфічний тип рецепторів 

[142]. Зв'язування інсуліна з α-субодиницею рецептора інсуліна викликає до 

автофосфорілірованію β-субодиниць про залишками тирозину 1158, 1162 і 1163, 

таким чином включається його внутрішня тирозинкіназна активність, яка викликає 

фосфорилювання IRS-зв'язаних білків IRS1-4 по залишками тирозину [143]. Потім 
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сигнальні молекули, які містять Src-гомологічний-2 домен, (а саме, регуляторна р85 

субодиниця ФІ3-кінази) активують каталітичну субодиницю ФІ3-кінази, а також 

білок, що зв'язує рецептор фактора росту-2 (Grb-2). Як наслідок, активуються 

2 основні сигнальні шляхи: ФІ3-кіназа/Akt/GSK-3β і Ras/Raf-1/ERK1 і ERK2, 

ERK1/2 (кінази, регульовані зовнішніми сигналами) [129, 144-146]. Існують 

поодинокі дані про активацію ФЛД в мозку у відповідь на дію інсуліна. Salvador і 

співавторами була показана активація інсуліном ФЛД в синаптосомах 4-місячних 

щурів [15]. Є також дані цих же дослідників про те, що інсуліна не активує ФЛД в 

синаптосомах кори головного мозку старих щурів [15]. 

При супрафізіологичних концентраціях глюкози активація сигналінгу інсуліна 

мозку призводить до гіперполяризації глюкочутливих нейронів, активації                 

К
+
 АТФ-каналів, ослаблення нейронних активуючих імпульсів і зниження ваги тіла. 

І навпаки, ослаблення сигналінгу інсуліна мозку (що відбувається при периферичній 

інсулінорезистентності) активує янус-кінази, які фосфорилють IRS-1 по залишкам 

Ser/Thr, вони, в свою чергу, запускають інгібування рецептора інсуліна за 

принципом зворотного зв'язку, що призводить до збільшення маси тіла [146]. На 

додаток до контролю ваги тіла інсулін мозку регулює продукцію глюкози печінкою 

[147]. 

Недавніми дослідженнями показано, що метаболізм глюкози в мозку може 

контролюватися сигнальними шляхами нейронний інсулін/рецептор інсуліна [148]. 

Це підтверджується розповсюдженням інсуліна, рецепторів інсуліна та 

транспортерів глюкози ГЛЮТ1, 3 і 4 в різних ділянках мозку. Метаболізм глюкози 

здійснюється в наступних напрямках: активація ключових ферментів гліколізу і 

посилення окислення глюкоза по аеробному шляху, а також посилення депонування 

глюкози у вигляді глікогена [148]. Відомо, що вміст глікогена в тканині головного 

мозку невеликий. Глюкоза, яка надходить в клітку, переважно витрачається в 

процесі аеробного окислення з виділенням енергії [148]. У той же час, із загального 

глікогена клітин мозку виділяють пул глікогена, який утворюється у відповідь на 

масований вхід глюкози в клітину. 
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Мозок утилізує глюкозу як головне джерело енергії синтеза АТФ і 90 % 

продукції АТФ мозку здійснюється в мітохондріях нервових клітин шляхом 

окисного фосфорилювання [149]. Швидкість метаболізму глюкози зростає при 

сенсорній, моторній і когнитивній стимуляції мозку [150]. На культурі 

глютаматергічених нейронів показано, що глюкоза необхідна для збереження 

гомеостазу нейротрансмітерів під час синаптичної активності клітин [151, 152]. 

Блокування метаболізму глікогена in vivo за допомогою 1,4-дідексил-1,4-іміно-D-

арабінітола, інгібітору глікогенфосфорилази, послаблює формування пам'яті 

гіпокампом [152]. Показано, що зниження метаболізму глюкози спостерігається у 

хворих на діабет, а також при старінні і є ознакою розвитку хвороби 

Альцгеймера [152]. 

Існує велика кількість свідчень про важливу роль інсуліна в різних морфо-

функціональних тканинах-мішенях дії гормону, а також про подібність сигнального 

каскаду інсуліна в усіх тканинах-мішенях. У м'язовій тканині і клітинах печінки 

інсулін регулює процеси метаболізму глюкози і важливу роль в цих процесах бере 

ФЛД. Однак існують поодинокі дані про активацію цього ферменту під дією 

інсуліна в мозку. Крім того, ще не визначено на якому етапі передавання 

інсулінового сигнала бере участь ФЛД. Важливим також є вивчення вікових змін 

гормон-індукованої активації ФЛД в тканинах-мішенях дії інсуліна. 

 

1. 3 Роль сфінголіпідів у порушенні функціонування сигнального каскаду 

інсуліна 

 

Сфінголіпіди представляють собою клас біологічно активних молекул, 

залучених до регуляції фізіологічних процесів, таких як ріст клітин, апоптоз, 

аутофагія, ангіогенез, запалення і нейродегенерація [153]. Сфінголіпіди грають 

важливу роль в розвитку резистентності клітин-мішеней до дії інсуліна [154]. 

Модуляція вмісту сфінголіпідів в тканинах-мішенях дії інсуліна в умовах in vivo та в 

експериментах на культивованих клітинах, як правило, супроводжується зміною їх 
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чутливості до дії гормону. Найбільш активними інгібіторами різних ланок 

сигнальної трансдукції інсуліна є – цераміди і гангліозиди [153, 154]. 

Інсулінорезистентність, індукована висококалорійною дієтою або інфузією ліпідів, 

супроводжується накопиченням в м'язовій тканині і печінці не тільки попередника 

синтеза сфінголіпідів de novo – пальмітинової кислоти, але і цераміду [25, 155, 156]. 

Церамід є точкою збігання багатьох метаболічних шляхів і тому шлях синтеза de 

novo і сфінгомієліназний шлях є предметами інтенсивного дослідження [153-156]. 

Синтез цераміду починається зі шляху синтеза на поверхні ендоплазматичного 

ретикулуму і являє собою конденсацію пальмітоїл-CoA і серина СПТ 1 з утворенням 

3-кетосфінганіна. Потім 3-кетосфінганін конвертується в дигідросфінгозин. 

Дигідроцерамідсинтаза ацилює дигідросфінгозин в результаті утворюється 

дигідроцерамід, який редукується до цераміду дигідроцераміддесатуразою. [157]. 

Шлях de novo може бути індукований метаболічно, у відповідь на надмірне 

надходження в клітину субстратів – серина і пальмітинової кислоти [157-159]. 

Також шлях синтеза de novo активується хіміотерапевтичними агентами, тепловим 

шоком, окисленими ЛПНЩ [160] і каннабіноїдами [161]. Церамід, утворений 

шляхом de novo опосередковує дію вищевказаних чинників на стресорну відповідь і 

може індукувати апоптоз [161, 200]. Також церамід може утворюватися зі 

сфінгомієліна (СФМ), в результаті гідролізу ліпіда кислою або нейтральною 

сфінгомієліназами (СФМазами) [19, 162]. Ці ферменти розщеплюють СФМ з 

утворенням цераміду і фосфорилхоліну і активуються у відповідь на дію ФНП-

альфа [161], Fas ліганда [162] або оксидативного стресу [163]. 

У старості істотно зростає ризик розвитку різних патологій, в тому числі і 

інсулінорезистентності, яка в свою чергу може бути результатом ліпідних 

перебудов, що відбуваються в клітинах. У 1990 році Turinsky і співавтори виявили 

підвищення концентрації церамідів в печінці і клітинах скелетної мускулатури 

інсулінорезистентних щурів лінії Zucker [164]. Роботами, проведеними в нашій 

лабораторії, показано підвищення вмісту вільних жирних кислот (ВЖК) і цераміду в 

діафрагмі [165], неокортексі [166, 167] і в гепатоцитах 24-місячних щурів [21, 166]. 
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Крім того, підвищення маси церамідів спостерігається в тканинах головного мозку 

при старінні [20], інсулінорезистентності, індукованої висококалорійної дієтою [167, 

169, 170], і супутніх їм нейродегенеративних захворюваннях [171, 172]. Хан і 

співавторами було показано [173], що при хворобі Альцгеймера в мозку знижується 

вміст СФМ і збільшується вміст цераміду, що може призводити до змін в структурі 

ліпідних рафтів і, як наслідок, порушення функціонування пов'язаних з ними 

молекул. Rivas і співавторами було показано підвищення вмісту С16:0-церамідів і 

С20:0-церамідів в скелетних м'язах при старінні [174]. Старіння також асоційоване з 

підвищенням фосфорилювання транскрипційного фактора NFκB в загальних і 

ядерних клітинних фракціях. Більш того, також послаблюється активація 

сигнальних молекул, таких як Akt, FOXO1 і S6K1, які є учасниками сигнального 

каскаду інсуліна [174]. 

Відомо, що церамід може діяти на різні компоненти сигнального каскаду 

інсуліна і призводити до порушення реалізації функцій інсуліна. При додаванні в 

культуру клітин синтетичних аналогів цераміду (С2-церамід, С6-церамід) 

пригнічується стимульоване інсуліном поглинання глюкози, транслокація 

транспортерів глюкози і/або синтез глікогена. У культурі м'язових клітин, 

адипоцитів і гепатоцитів синтетичні С2 і С6-цераміди інгібують активацію 

Akt/ПКВ, яка лежить в основі швидких ефектів поглинання глюкози і анаболічного 

метаболізму [175-179]. Церамід пригнічує цей сигнальний крок двома незалежними 

механізмами. По-перше, церамід підсилює дефосфорилювання Akt/ПКВ шляхом 

прямої активації протеїнфосфатази 2А, яка відповідає за дефосфорилювання 

протеїнкінази [179]. По-друге, церамід пригнічує транслокацию і активацію 

Akt/ПКВ шляхом активації ПКСζ, яка фосфорилирует Akt/ПКВ по інгібуючому 

залишку, що знаходиться в РН-домені ферменту [180]. Крім того, церамід пригнічує 

ФЛД, невід'ємного учасника інсулін-стимульованого метаболізму глюкози. Так, на 

ендотеліальних клітинах пупкової вени людини і в диплоїдних фібробластах 

людини Venable і співавтори показали, що при фізіологічному старінні клітин 
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відбувається збільшення вмісту цераміду, яке супроводжується порушенням 

взаємодії ФЛД з ПКС і/або ARF, а також істотним зниженням активності ФЛД [181]. 

Показано, що церамід пригнічує ФЛД, проте, яким саме чином він діє 

залишається не ясним. Існує цілий ряд робіт, які передбачають різні механізми 

пригнічення ФЛД церамідом. Singh і співавтори вважають, що церамід пригнічує 

ФЛД на рівні каталітичної субодиниці, конкуруючи з її кофактором РІn4,5P2 [24]. У 

той же час Abousalham і колеги показали, що церамід частково блокує 

транслокацию активаторів ФЛД – ARF і ПКС, що корелює зі зниженням активності 

ФЛД [26]. Gidwani і співавтори показали, що руйнування ліпідних рафтів 

церамідами супроводжується пригніченням ФЛД [25]. Крім того, церамід може 

блокувати транскрипцію ФЛД [182]. 

Таким чином, з огляду на дані численних досліджень, підвищення рівня 

церамідів в морфологічно і функціонально різних типах клітин і тканин є 

універсальним процесом в умовах розвитку метаболічного синдрому, діабету, 

серцево-судинних і нейродегенеративних захворювань. Цераміди беруть участь в 

регуляції активності ключових молекул учасників сигнального каскаду інсуліна. У 

той же час залишається відкритим питання, яка роль в регуляції змін інсулін-

залежної активації ФЛД в старості відведена цераміду, як в класичних мішенях дії 

гормону, так і в нових, таких як нервова тканина. 

 

Висновки до розділу 1 

Здійсненно аналіз першоджерел щодо структури та функціональної ролі ФЛД 

в клітинах і тканинах ссавців, а також регуляції ферменту в різних клітинних 

процесах. Визначено, що ФЛД та ії продукт ФК беруть участь в регуляції процесів 

внутрішньоклітинного транспорту, проліферації та виживання різних типів клітин. 

Показано, що ФЛД і ФК відіграють важливу роль в процесі транспорту і 

транслокації пухирців, що містять ГЛЮТ в мембрани клітин-мішеней інсуліна. 

Зміни регуляції ФЛД спостерігаються при розвитку різних патофізіологічних 

процесів (запалення, цукрового діабету, нейродегенеративних захворювань).  
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Розглянуто інформацію яка відома про роль ФЛД в сигнальній трансдукції 

інсуліна та регуляції гормоном процесів поглинання та запасання глюкози. 

Виявлено, що інсулін індукує активацію ФХ-специфічної ФЛД в плазматичній 

мембрані окремих клітин-мішеней гормону. Для класичних тканин-мішеней 

інсуліна показано посилення поглинання глюкози клітинами на тлі активації ФЛД. 

Однак відкритим є питання про механізми, за допомогою яких здійснюється 

регуляція транспорту глюкози і функціонування ФЛД в умовах інсулін-залежної 

стимуляції метаболізму глюкози в тому числі і в віковому аспекті. 

Розглянуто особливості сигнальної трансдукції інсуліна в класичних мішенях 

гормону, зокрема клітинах печінки та м’язовій тканині, та некласичній – нервовій 

тканині. Також проаналізовано особливості впливу інсуліна на метаболізм глюкози 

в печінці, м’язовій тканині та мозку. 

Проаналізовано наукові джерела щодо механізмів патологічного та вікового 

розвитку порушення чутливості клітин до дії гормональних стимулів та ролі в даних 

процесах сфінголіпіду – цераміду. Поставлено питання про роль цераміду в 

регуляції активності інсулін-залежної ФЛД в старості в печінці, м’язовій тканині та 

мозку. 

Результати власних досліджень наведено в публікаціях [165, 167, 168, 169, 

170]. 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

2. 1 Постановка експерименту 

При виконанні цієї роботи в якості піддослідних тварин були використані 

самці щурів лінії Вістар 3- і 24-місячного віку вагою 205 ± 7,07 і 474 ± 14,4 г, що 

утримувались в стандартних умовах віварію НДІ біології Харківського 

національного університету імені В. Н. Каразіна. Всі дослідження на тваринах 

проведені з дотриманням Міжнародних принципів Європейської конвенції про 

захист хребетних тварин, які використовуються для експериментів та інших 

наукових цілей (Страсбург, 1985) і національних Загальних етичних принципів 

експериментів на тваринах (Україна, 2001). Залежно від завдань експерименту 

тварини були розділені на наступні групи: 

1. Тварини 3- і 24-місячного віку з діафрагми, печінки і неокортексу яких 

отримували препарати тканин для вивчення вікових особливостей вмісту ліпідів, а 

також стимульованих інсуліном активації ФЛД, поглинання глюкози і утворення 

глікогена. 

2. Тварини 3-місячного віку, з печінки яких виділяли гепатоцити для вивчення 

особливостей регуляції активності ФЛД в сигнальному каскаді інсуліна і 

індукованого гормоном поглинання глюкози за допомогою загальних антагоністів 

ФЛД (1-бутанолу, етанолу) та специфічного інгібітора ФЛД (галопеміда), 

специфічних інгібіторів ФІ3-кінази (вортманіна і LY294002), специфічного 

інгібітору фосфатази фосфатидної кислоти (пропранололу), а також інгібіторів 

Akt/ПКВ (апігенін-7-глюкозида і лютеолін-7-глюкозида). 

3. Тварини 3-місячного віку, з головного мозку яких виділяли неокортекс для 

вивчення особливостей регуляції інсуліном активності ФЛД і метаболізму глюкози 

за допомогою специфічного інгібітора ФЛД (галопеміда); специфічних інгібіторів 

ФІ3-кінази (вортманіна і LY294002). 
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4. Тварини 3- і 24-місячного віку, з печінки яких виділяли гепатоцити для 

вивчення вікових особливостей вмісту і обміну сфінголіпідів, модуляції вмісту 

цераміду і СФМ за допомогою індукторів синтеза сфінголіпідів (пальмітинової 

кислоти, С2-цераміду, доксорубіцину, паклітакселу) та інгібіторів метаболізму 

сфінголіпідів (міріоцина, фумонізина В1, іміпраміну, GW4869), а також вікових та 

експериментально індукованих змін інсулін-залежної активації ФЛД, поглинання 

глюкози і утворення глікогена. 

5. Тварини 3- і 24-місячного віку, з головного мозку яких виділяли неокортекс 

для вивчення вікових особливостей вмісту і обміну сфінголіпідів, модуляції вмісту 

цераміду за допомогою індукторів синтеза сфінголіпідів (пальмітинової кислоти, С2 

і С6-цераміду) та інгібіторів метаболізму сфінголіпідів (міріоцина, фумонізина В1, 

іміпраміну, GW4869), а також вікових та експериментально індукованих змін 

інсулін-залежної активації ФЛД, поглинання глюкози. 

6. При вивченні короткочасного впливу високожирової дієти на вміст 

сфінголіпідів і індуковану інсуліном активацію ФЛД використовували тварин         

2-місячного віку, які протягом 5 тижнів перебували на дієті, збагаченій яловичим 

жиром. З печінки, діафрагми і неокортексу отримували препарати тканин для 

вивчення вмісту ліпідів і активації інсуліном ФЛД. 

 

2. 2 Експерименти на тканині печінки 

2. 2. 1 Виділення первинних гепатоцитів 

Із печінки 3- і 24-місячних щурів гепатоцити було ізольовано 

неферментативним методом, як описано Петренко А. Ю. і співавторами [184]. 

Печінку ізолювали з піддослідних тварин наркотизованих ефіром і 

перфузували окигенованим безкальцієвим сольовим розчином, який містить 

сахарозу 250 мМ, KCl 5 мМ, Na2HPO4 0,4 мМ, MgCl2 0,8 мМ, EДТА 1 мМ, БСА 0,5 

%, стрептоміцин 100 мг/мл, пеніцилін 60 мг/мл (37 ºС, рН~7,4). Подрібнену тканину 

піддавали механічній дезагрегації шляхом вібрації. Далі тканину пропускали через 
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капроновий фільтр, центрифугували, відмивали, визначали кількість клітин в 

гемоцитометрі та ресуспендували у відповідному середовищі. Нативність клітинних 

мембран гепатоцитів, оцінювали за допомогою 0,4 % розчину трипанового синього 

(«Serva», Німеччина) та оцінювали вивільнення лактатдегідрогенази (ЛДГ) у 

середовище інкубування клітин печинки. Активність ЛДГ визначали за допомогою 

стандартних наборів реактивів фірми “Філісіт діагностика”, Україна. Вихід 

життєздатних клітин печінки 3-місячних щурів становив 95±2,5 %, 24-місячних 

тварин – 90±2,6 %. Свежовиділені гепатоцити ресуспендувалі (до концентрації ~ 

4⋅10
7
 клітин в мл) в живильному середовищі 199 («PAA», Австрія) (рН 7,4), що 

містить 25 мМ HЕРЕS («ABCR», Німеччина), пеніцилін (61 мг/л), стрептоміцин (100 

мг/л), 10 % ембріональну сироватку бика (ТОВ «Біолот», Росія), [
14

С]пальмітіновую 

кислоту (0,25 мкКі/мл) «Amersham», Англія). Клітини інкубували протягом 90 хв 

при 37
о 
С, 5 % СО2. Після закінчення інкубації з кожної чашки відбирали аліквоту і 

визначали кількість і життєздатність гепатоцитів (тест з трипановим синім, 

визначення активності ЛДГ в інкубаційному середовищі). Потім мічені і немічених 

гепатоцити відмивали буфером Кребс-Хенселейта, що містить 118 мM NaCl; 

5мМ KCl; 1мМ KH2PO4, 1 мМ MgSO4; 2 мМ CaCl2; 0,2% NaHCO3; 0,1 % БСА 

(«Sigma Aldrich», США); 61 мг/л пеніцилін і 100 мг/л стрептоміцин (pH 7,5; +4
о 
С). 

Потім клітини печінки ресуспендувалі до концентрації ~ 2 · 10
7
 кл/мл в середовищі 

199, що містить 25 мМ HЕРЕS, пеніцилін (61 мг/л) і стрептоміцин (100 мг/л), без 

ембріональної сироватки. У мічених клітинах визначали стимульовану інсуліном 

активацію ФЛД (див. пункт 2.5) і вміст мічених сфінголіпідів. У немічених 

гепатоцитах визначали стимульовані інсуліном поглинання глюкози (див. пункт 2.6) 

і утворення глікогена (див. пункт 2.7). 

 

2. 2. 2 Вивчення впливу 1-бутанолу на активацію інсуліном 

фосфоліпази Д 

Для вивчення ефекту загального антагоніста ФЛД (1-бутанола) на сигналінг 

інсуліна, клітини печінки були попередньо проінкубовані в присутності 
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[

14
C]пальмітінової кислоти (0,25 мкКі/мл) протягом 2 год при 37° C, 5 % СО2. Потім 

гепатоцити були оброблені 10 нМ інсуліном (інсулін свинячий монокомпонентний 

«Монодар», «Індар», Україна) або фізіологічним розчином (0,9 % NaCl в якості 

контролю до інсуліна) і проінкубовані 5 хв при 37° C з наступним додаванням в 

клітинну суспензію 0,1 % 2-бутанолу (в якості контролю) або 0,1 % 1-бутанолу та 

потім гепатоцити інкубували ще 5 хв і 30 хв. Реакцію зупиняли крижаною сумішшю 

хлороформ: метанол (1: 2, за об’ємом) і активність ФЛД визначалася як зазначено в 

пункті 2.5. 

Для визначення ефектів бутанола на інсулін стимульований метаболізм 

глюкози, використовували немічені гепатоцити. Індуковане інсуліном поглинання 2-

деокси-[
3
H]-D-глюкози (4 МБк/М, Росія) і включення міченої D-[U

14
C]-глюкози (2 

ГБК/мМ, Чехія) в глікоген визначали, як описано в пунктах 2.6. і 2.7. 

 

2. 2. 3 Вивчення впливу галопеміда, С6-цераміда та пропранолола на 

активацію фосфоліпази Д 

Для вивчення дії різних інгібіторів сигнального шляху ФЛД/ФК на сигналінг 

інсуліна, гепатоцити попередньо мічені [
14

C]пальмітиновою кислотою (для 

визначення активності ФЛД, див. пункт 2.5) і немічені клітини печінки (для 

визначення поглинання глюкози і утворення глікогена, см. пункти 2.6 і 2.7) були 

оброблені специфічним інгібітором ФЛД, галопемідом (200, 300 нМ) («Sigma», 

США) або N-гексаноїл-D-сфінгозином (С6-церамід) (15 мкМ, «Amersham», Англія) 

протягом 90 хв або пропранололом (100 мкM, «Sigma», США) протягом 15 хв або 

0,9 % NaCl (в якості контролю до інгібіторів). Реакцію зупиняли крижаною 

сумішшю хлороформ: метанол (1: 2, за об’ємом) і активність ФЛД визначали як 

описано в пункті 2.5. 
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2. 2. 4 Вивчення впливу інгібіторів фосфатидилінозітол-3-кінази на 

індуковану інсуліном активацію фосфоліпази Д 

Для з'ясування впливу ФІ3-кінази на стимульовану інсуліном активність ФЛД 

і метаболізм глюкози, використовували специфічні інгібітори. Гепатоцити 

попередньо мічені [
14

C]пальмітиновою кислотою (для визначення активності ФЛД, 

див. пункт 2.5) і немічені клітини (для визначення поглинання глюкози та утворення 

глікогена, див. пункт 2.6 і 2.7) були оброблені вортманіном (100 нМ) або 

LY294002 (100 нМ) або ДМСО (контроль). Реакцію зупиняли крижаною сумішшю 

хлороформ: метанол (1: 2, за об’ємом). 

 

2. 2. 5 Вивчення впливу інгібіторів Akt/протеїнкінази В на активацію 

фосфоліпази Д інсуліном 

Для вивчення дії інгібіторів Akt/ПКВ лютеолін-7-глюкозида (ЛЮ7Гл) і 

апігенін-7-глюкозида (АП7Гл) на індуковану інсуліном активацію ФЛД були 

проведені 2 типи експериментів. У першому типі дослідів ізольовані гепатоцити 

мітили [
14

C]пальмітиновою кислотою (0,25 мкКі/мл) протягом 90 хв при 37 ºС, 

5 % СО2 потім обробляли інсуліном (10 нМ) або 0,9 % NaCl (контроль) протягом 

5 хв і потім вносили до середовища інкубації ЛЮ7Гл (20 мкМ ) або АП7Гл (20 мкМ) 

(флавони, виділені з Chamomilla recutita, ДП "Державний науковий центр лікарських 

засобів" м Харків, Україна) або ДМСО (контроль) і інкубували клітини протягом 

15 хв. Після цього в середовище інкубації додавали 0,1 % етанол і інкубували 20 хв. 

У другому типі дослідів, гепатоцити попередньо мічені [
14

C]пальмітиновою 

кислотою (0,25 мкКі/мл), були оброблені протягом 15 хв ЛЮ7Гл (20 мкМ) або 

АП7Гл (20 мкМ) перед внесенням інсуліна (10 нМ) або 0,9 % NaCl (контроль) і 

0,1 % етанолу в інкубаційне середовище. Клітини, оброблені флавонами і інсуліном, 

були використані для визначення активності ФЛД як описано в пункті 2.5. Для 

визначення дії флавонів на метаболізм глюкози в інсулін-стимульованих клітинах, 
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використовували немічені гепатоцити; поглинання глюкози і синтез глікогена були 

вивчені як описано в пунктах 2.6 та 2.7. 

 

2. 2. 6 Вивчення впливу індукторів утворення цераміду і інгібіторів обміну 

сфінголіпідів і сфінгомієліназ активацію інсуліном фосфоліпази Д 

Для модуляції вмісту ендогенних церамідів в гепатоцитах і їх чутливості до дії 

інсуліна клітини були проінкубовані в присутності [
14

C]пальмітинової кислоти 

(0,25 мкКі/мл) і доксорубіцину (Доксорубіцин-Тева Pharmachemie BV, Нідерланди), 

або паклітакселу (Паклитаксел-«Ебеве»ЕБЕВЕ Фарма Гес.м.б.Х. Нфг. КГ А-4866 

унтер, Австрія)) (30 нМ) або суміші доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) і 

міріоцина (5 мкМ, «Sigma», США), або доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) і 

GW4869 (20 мкM, «Sigma», США), або доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) і 

іміпраміна (50 мкM, «Sigma», США) або доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) і 

суміші всіх інгібіторів протягом 90 хв при 37º С, 5 % СО2. Контрольні чашки 

містили відповідну кількість розчинників для інгібіторів. Клітини, інкубували з 

різними інгібіторами і модуляторами, потім оброблялися інсуліном (10 нМ) або 

0,9 % NaCl (контроль) протягом 5 хв і 30 хв, і використовували для визначення 

активності ФЛД (див. пункт 2.5) і поглинання та запасання глюкози як описано в 

пунктах 2.6 і 2.7. 

 

2. 2. 7 Вивчення впливу екзогенних попередників цераміду на 

стимульовану інсуліном активацію фосфоліпази Д 

Клітини інкубували з пальмітиновою кислотою (кінцева концентрація в 

розчині – 0,75 мМ/л, «Sigma Aldrich», США) або С2-церамідом (10 мкг/мл, 

«Amersham», Англія) або з контрольною сумішшю етанол: додекан 

(49: 1, за об'ємом) протягом 3 год при 37° С, 5 % СО2. Перед внесенням в 

середовище інкубації пальмітинова кислота була комплексована з БСА, як описано 

раніше [185]. Коротко, пальмітинову кислоту було розчинено в етанолі (75 мМ) и 
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розчинено у живильному середовищі 199, що містило 2 % БСА у співвідношенні 

1:25. Після обробки ультразвуком та інкубації протягом 10 хв при 55° C, зразки було 

розведено до необхідної концентрації, охолоджено та додано до клітин. Для 

пригнічення синтеза цераміду de novo в середовище інкубації гепатоцитів                 

3-місячних щурів за 30 хв до внесення пальмітинової кислоти або С2-цераміду 

додавали 5 мкМ міріоцина. Загальний час інкубації з інгібітором склало 3 год. 

Гепатоцити 24-місячних щурів за наявності міріоцина також інкубували 3 год при 

37° С. Після інкубації гепатоцити відмивали буфером Кребса-Хенселейта з         

0,1 % БСА і розводили перед початком експерименту в тому ж буфері. Концентрація 

гепатоцитів становила ~ 2 ·10
7
 клітин в 1 мл. Далі визначали стимульовану 

інсуліном активацію ФЛД як описано в пункті 2.5, поглинання                                    

2-деокси-[
3
H]-D-глюкози і синтез [

14
C]глікогена, як описано в пунктах 2.6 та 2.7. 

Після закінчення інкубації реакцію зупиняли холодної сумішшю хлороформ: 

метанол (1: 2, за об'ємом) і проводили екстракцію ліпідів як описано в пункті 2.10. 

 

2. 2. 8 Модулювання інсулін-залежної активації фосфоліпази Д, 

поглинання глюкози і синтеза глікогена за допомогою інгібіторів метаболізму 

сфінголіпідів 

Гепатоцити 24-місячних щурів інкубували в присутності 5 мкМ міріоцина, 

фумонізина В1, 50 мкМ іміпраміна, 20 мкМ специфічного інгібітора нейтральної 

СФМази – GW4869, суміші всіх інгібіторів або без них (в якості контролю) 

протягом 90 хв при 37°C, 5 % СО2. Після інкубації гепатоцити відмивали буфером 

Кребс-Хенселейта з 0,1 %  БСА і визначали індуковану інсуліном активацію ФЛД як 

описано в пункті 2.5, поглинання глюкози і утворення глікогена як описано в 

пунктах 2.6 та 2.7. 
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2. 3 Експерименти на м'язовій тканині 

2. 3. 1 Ізолювання тканини діафрагми 

Діафрагму щурів, наркотизованних ефіром, витягували з черевної порожнини 

на льодовій бані з Кребс-Рингер бікарбонатним буфером, видаляли сухожильну 

фасцію і розділяли скальпелем на м'язові фрагменти розміром ~ 3-5 мм. Для 

визначення вмісту ліпідів зразок тканини діафрагми розтирали в гомогенізаторі з 

0,9 % NaCl при +4º C. Для вивчення обміну ліпідів і активності ФЛД шамточки 

тканини діафрагми інкубували в Кребс-Рінгер бікарбонатному буфері, що містить 

118 мM NaCl, 4,8 мM KCl, 1,3 мM CaCl2, 1,2 мM KH2PO4, 1,2 мM MgSO4,                 

25 мM NaHCO3, 10 мM глюкозу, 100 мкМ аскорбінову кислоту, 25 мM HEPES, 

[
14

С]пальмітинову кислотою (0,25 мкКі/мл) протягом 90 хв при 37 °C. Перед 

внесенням тканини буфер аерували газовою сумішшю 95 % О2 5 % СО2. Нативність 

тканини діафрагми визначали за зміненням активності альдолази в середовищі 

інкубування як описано в пункті 2.3.1. Для моделювання стану резистентності 

in vitro шматочки діафрагми 3-місячних тварин інкубували в буфері Кребс-Рінгера 

протягом 3 год при 37° C в присутності [
14

С]пальмітинової кислоти (0,25 мкКі/мл) 

(попередника синтеза ліпідів), С2-цераміда (15 мкМ) або пальмітинової кислоти 

(0,75 мМ) або без них. Після включення мітки шматочки діафрагми відмивали 

буфером Кребс-Рінгера з 0,1 %  БСА та ресуспендували перед початком 

експерименту в тому ж буфері. Далі визначали стимульовану інсуліном активацію 

ФЛД як описано в пункті 2.5. Після закінчення інкубації реакцію зупиняли холодної 

сумішшю хлороформ: метанол (1: 2, за обємом) і проводили екстракцію ліпідів як 

описано в пункті 2.10. Поглинання глюкози і синтез глікогена визначали в неміченій 

[
14

С]пальмітиновою кислотою діафрагмі як описано в пунктах 2.6 та 2.7.  

 

2. 3. 2 Визначення активності альдолази в середовищі інкубації діафрагми 

Активність альдолази визначали за методом Кулганека і Клашка [186]. 

Принцип методу: альдолаза розщеплює фруктозо-1,6-дифосфат на глицеральдегид-
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3-фосфат і діоксіацетонфосфат. Утворені при розпаді субстрату фосфотріози 

уловлюються за допомогою гідразинсульфату. Потім вільні тріози визначають по 

реакції з 2,4-дінітрофенілгідразіном. 

Для визначення активності альдолази до 0,1 мл середовища інкубування 

діафрагми додавали 0,5 мл 0,005 М розчину фруктозо-1,6-дифосфату в                 

0,056 М розчині гідразину та інкубували 30 хвилин при 37 
0
С. Потім реакцію 

зупиняли додаванням 0,1 мл 2 Н НCl. Білки не видаляли і для кольорової реакції 

використовували весь об'єм реакційної суміші. До пробі доливали 0,5 мл                 

0,6 Н розчину NaOH і суміш залишали при кімнатній температурі 30 хвилин. Потім 

додавали 1,5 мл 0,6 Н 2,4-дінітрофенілгідразіна, інкубували 30 хвилин при кімнатній 

температурі. Після закінчення цього терміну в пробу доливали 4,5 мл 0,6 Н NaOH і 

20 хвилин витримували в темряві. Оптичну щільність вимірювали проти води в 

кюветі товщиною 1 см при 536 нм. У контрольну пробу субстрат додавали після 

підкислення соляною кислотою. Альдолазная активність вимірються в мкмоль 

фруктозодіфосфата, перетвореного 1 мл надосадової рідини за 1 годину. Для 

побудови калібрувальної кривої використовували діоксіацетон. 

 

2. 4 Експерименти на неокортексі 

2. 4. 1 Ізолювання тканини неокортексу 

Мозок щурів, наркотизованих ефіром, швидко витягували, область кори 

великих півкуль головного мозку виділяли на льоду. Видаляли мозгові оболонки, 

нюхову цибулину, середній мозок (до 4 хвилин з момента декапітації). Отриману 

область мозку на крижаній бані з буфером Кребс-Рингера подрібнювали. Шматочки 

тканини отримані таким чином промивали 3 рази в свіжіх порціях крижаного 

попередньо оксигенованого газовою сумішшю 95 % О2 5 % СО2 буферу Кребс-

Рингера. Під мікроскопом визначали розмір шматочків тканини неокортексу, який 

складав ~ 100-160 мкм. Фрагменти тканини вагою 100 мг вологої тканини поміщали 

в пластикові 30 мм чашки Петрі з 4 мл оксигенованого Кребс-Рингер бікарбонатного 
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буфера, що містить 118 мМ NaCl, 4,8 мМ KCl, 1,3 мМ CaCl2, 1,2 мМ KH2PO4, 

1,2 мМ MgSO4, 25 мМ NaHCO3, 10 мМ глюкозу, 100 мкМ аскорбінову кислоту, 

25 мМ HEPES, рН 7,4; [
14

С]пальмітіновую кислоту (0,25 мкКі/мл) і інкубували 

протягом 90 хв при 37
о 
С. Нативність тканини визначали за рівнем активності ЛДГ в 

середовищі інкубування. Активність ЛДГ визначали за допомогою стандартних 

наборів реактивів фірми “Філісіт діагностика” (Україна). У міченій тканині 

визначали стимульовану інсуліном активацію ФЛД (див. пункт 2.5) і вміст мічених 

сфінголіпідів. У неміченій тканині визначали стимульовані інсуліном поглинання 

глюкози (див. пункт 2.6) і утворення глікогена (див. пункт 2.7).  

 

2. 4. 2 Вивчення впливу галопеміду на активність фосфоліпази Д 

Для вивчення дії інгібітора ФЛД на сигналінг інсуліна, тканину неокортексу, 

попередньо мічену [
14

C]пальмітіновою кислотою (для визначення активності ФЛД, 

див. пункт 2.5) і немічену тканину неокортексу (для визначення поглинання 

глюкози і утворення глікогена, см. пункти 2.6 та 2.7) була оброблена специфічним 

інгібітором ФЛД, галопемідом (200 або 300 нМ) протягом 90 хв при 37 
о
С, 5 % СО2. 

Активність ФЛД була визначена як описано в пункті 2.5. 

 

2. 4. 3 Вивчення впливу інгібіторів фосфатидилінозітол-3-кінази на 

активацію інсуліном фосфоліпази Д 

Для вивчення впливу ФІ3-кінази на активацію інсуліном ФЛД і метаболізму 

глюкози, використовували специфічні інгібітори. Тканина неокортексу, попередньо 

мічена [
14

C]пальмітіновою кислотою (для визначення активності ФЛД, див. пункт 

2.5) і немічена тканина неокортексу (для визначення поглинання глюкози і 

утворення глікогена, див. пункти 2.6 і 2.7) були оброблені специфічними 

інгібіторами вортманіном (100 нМ, «Sigma», США) або LY294002 (100 нМ, «Sigma», 

США) або ДМСО (контроль) протягом 90 хв при 37 °C, 5 % СО2. Реакцію зупиняли 

крижаною сумішшю хлороформ: метанол (1: 2, за об`ємом). 
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2. 4. 4 Вивчення впливу екзогенних попередників цераміда на 

стимульовану інсуліном активність фосфоліпази Д 

Для вивчення впливу екзогенних і ендогенних церамідів на стимульовану 

інсуліном активність ФЛД неокортексі 3-місячних щурів інкубували в буфері Кребс-

Рінгера в присутності [
14

C]пальмітінової кислоти (0,25 мкКі/мл) і                             

С2-цераміду (10 мкМ), або С6-цераміду (10 мкМ, «Amersham», Англія), або                       

С6-цераміду (10 мкМ) і фумонізина В1 (1 мкМ, Fluka, Німеччина), або неміченою 

пальмітиновою кислотою (0, 75 мМ, Sigma, США) або без них протягом 90 хв при 

37 °C, 5 % СО2. Після закінчення інкубації шматочки тканини неокортексу 

відмивали буфером Кребс-Рінгера і ресуспендувалі в тому ж буфері. Далі визначали 

стимульовану інсуліном активацію ФЛД як описано в пункті 2.5. У неміченій 

тканині неокортексу визначали поглинання глюкози (див. пункт 2.6) і синтез 

глікогена (див. пункт 2.7). 

 

2. 4. 5 Модулювання інсулін-залежної активації фосфоліпази Д і 

поглинання глюкози за допомогою інгібіторів метаболізма сфінголіпідів  

Неокортекс 24-місячних щурів інкубували в присутності 5 мкМ міріоцина, 

1 мкМ фумонізина В1, 50 мкМ іміпраміна, 20 мкМ специфічного інгібітора 

нейтральної СФМази – GW4869, суміші всіх інгібіторів, а також суміші всіх 

інгібіторів і 300 нМ галомеміда або без них (в якості контролю) протягом 90 хв при 

37 °C, 5 % СО2. Після інкубації тканину неокортексу відмивали буфером Кребс-

Хенселейта з 0,1 %  БСА і визначали індуковану інсуліном активацію ФЛД як 

описано в пункті 2.5, поглинання глюкози як описано в пункті 2.6. 

 

2. 5 Визначення активності фосфоліпази Д 

Для визначення активності ФЛД використовували специфічний чутливий 

метод, заснований на утворенні фосфатидилетанола (ФЕТ) або фосфатидилбутанола 

(ФБУТ), фосфоліпідів, які утворюються виключно ФЛД через 
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трансфосфатидилювання в присутності 50-300 мМ етанолу або 0,1-0,3% 1-бутанолу 

[12, 29, 187, 188, 189].  

 

Рис. 2.1. Реакція трансфосфатидилювання фосфатидної кислоти 

фосфоліпазою Д. 

ФЕТ і ФБУТ, на відміну від ФК, метаболізуються дуже повільно і з огляду на 

це є індикаторами активації ФЛД в стимульованих клітинах. Для визначення 

активності ФЛД попередньо мічені [
14

С]пальмітіновой кислотою м'язова тканина, 

неокортекс і ізольовані гепатоцити відмивалися буфером Кребс-Рінгера (для 

м'язової тканини і неокортексу) або Кребс-Хенселейта (для гепатоцитів), що містили 

0,1 %  БСА, і ресуспендували в тому ж буфері. 

Перед внесенням інсуліна в середовище інкубації м'язова тканина, неокортекс 

і клітини печінки попередньо інкубувалися в присутності 300 мM етанолу або 

0,1 % бутанолу протягом 10 хв, потім в середовище інкубації додавали 

10 нМ інсулін або 0,9 % NaCl (в якості контролю до інсуліна). Реакцію зупиняли 

через 5 або 30 хв крижаною сумішшю хлороформ: метанол (1: 2, за об’ємом). 

Екстракція ліпідів проводилася, як описано в пункті 2.10. Хлороформенну фазу 

використовували для хроматографічного розділення ліпідів (див. пункт 2.11).  
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2. 6 Експерименти з вивчення поглинання глюкози клітинами- і 

тканинами-мішенями дії інсуліна 

2. 6. 1 Визначення поглинання глюкози в клітинах печінки 

Транспорт глюкози визначали з використанням 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози 

(0,5 мкКі/мл) [189]. Гепатоцити інкубували в буфері Кребс-Хенселейта, що містить 

118 мM NaCl; 5мМ KCl; 1мМ KH2PO4; 1мМ MgSO4; 2 мМ CaCl2; 0,2% NaHCO3; 

0,2% БСА; 61 мг/л пеніцилін і 100 мг/л стрептоміцин (pH 7,5) присутності 

10 нМ інсуліна або 0,9 % NaCl (в якості контролю до інсуліна) протягом 30-40 хв 

при 37 °С в атмосфері 5 % СО2. Клітини відмивали 3 рази теплим (37°С) буфером 

НBS (HEPES-buffered saline), що містить 140 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 2,5 мМ MgSO4, 

1 мМ CaCl2, 5мМ глюкозу, 20 мМ HEPES, остання порція буфера була замінена 

0,75 мл HBS, що містить 0,5 мкКі/мл 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози і 0,1 мМ глюкозу. 

Клітини інкубували 10 хв при 37 °С. Потім гепатоцити відмивали 3 рази крижаним 

(+ 4°С) буфером HBS і лізували 1 мл 50 мМ NaOH протягом 30 хв. Радіоактивність 

отриманих зразків визначали на сцинтиляційному лічильнику.  

 

2. 6. 2 Визначення поглинання глюкози м'язовою тканиною 

Діафрагму попередньо інкубували в буфері Кребс-Хенселейта, що містить 

118 мM NaCl; 5мМ KCl; 1мМ KH2PO4; 1мМ MgSO4; 2 мМ CaCl2; 0,2% NaHCO3; 

0,2 % БСА; 61 мг/л пеніцилін і 100 мг/л стрептоміцин (pH 7,5), С2-церамід (15 мкм) 

або пальмітинову кислоту (0,75 мМ) або інгібітори обміну сфінголіпідів або без них 

протягом 90 хв при 37 °С. Буфер попередньо внесенню тканини аерували газовою 

сумішшю 95 % О2 5 % СО2. Після закінчення інкубації шматочки тканини відмивали 

від добавок буфером НBS, що містить 140 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 2,5 мМ MgSO4, 

1 мМ CaCl2, 25 мМ глюкозу, 20 мМ HEPES і інкубували 30 хв. Після цього додавали 

інсулін (10 нМ) або 0,9 % NaCl (в якості контролю до інсуліна),                                    

0,5 мкКі/мл 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози і інкубували ще 10 хв при 37 °С. Реакцію 

зупиняли крижаним 0,9 % NaCl і відмивали тим же розчином 3 рази. Тканину 
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діафрагми лізували 50 мМ NaOH. Радіоактивність отриманих зразків визначали на 

сцинтиляційному лічильнику. 

 

2. 6. 3 Визначення поглинання глюкози в неокортексі 

Шматочки тканини неокортексу щурів інкубували в Кребс-Рінгер 

бікарбонатному буфері, що містить 118 мМ NaCl, 4,8 мМ KCl, 1,3 мМ CaCl2, 

1,2 мМ KH2PO4, 1,2 мМ MgSO4, 25 мМ NaHCO3, 10 мМ глюкозу, 

100 мкМ аскорбінову кислоту, 25 мМ HEPES, С2-церамід (15 мкм), або 

пальмітинову кислоту (0,75 мМ), або С6-церамід (10 мкм), або суміш фумонізина В1 

(1 мкМ) і С6-цераміду (10 мкМ), або інгібітори ФІ3-кінази (вортманін і LY294002, 

100 нМ) або інгібітори метаболізму сфінголіпідів (міріоцин, фумонізин В1, 

іміпрамін, GW4869) або без них протягом 90 хв при 37° С. Перед внесенням тканини 

буфер аерували газовою сумішшю 95 % О2 5 % СО2. Після закінчення інкубації 

шматочки тканини неокортексу відмивали 3 рази теплим (37 °С) буфером Кребс-

Рінгера-HEPES і стимулювали інсуліном (10 нМ) або 0,9 % NaCl (в якості контролю 

до інсуліна) протягом 30 хв. Потім в інкубаційну суміш додавали                               

0,5 мкКі/мл 2-деокси-[
3
H]-D-глюкозу і 0,1 мМ немічену глюкозу і інкубували ще 

30 хв. Реакцію зупиняли крижаним (+ 4-6°С) буфером Кребс-Рінгера-HEPES. 

Кусочки тканини неокортексу лізували 0,2 N NaOH. Радіоактивність отриманих 

зразків визначали на сцинтиляційному лічильнику. 

 

2. 7 Експерименти з вивчення утворення глікогена в клітинах- і 

тканинах-мішенях дії інсуліна 

2. 7. 1 Вивчення утворення глікогена в клітинах печінки 

Свежовиділені гепатоцити ресуспендували (до концентрації 4⋅10
7
 клітин в 

1 мл) в живильному середовищі 199 з індикатором (рН 7,4), що містить 

25 мМ HЕРЕS, пеніцилін (61 мг/л), стрептоміцин (100 мг/л), без ембріональної 

сироватки і інкубували в присутності інгібіторів ключових учасників сигнального 
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шляху інсуліна – ФЛД/ФК-залежного шляху (0,1 % 1-бутанолу або 2-бутанолу (в 

якості контролю), галопеміда (200, 300 нМ) або N-гексаноїлсфінгозина                   

(C6-цераміду, 10 мкМ) або пропранололу (100 мкМ); інгібіторів ФІ3-кінази 

(вортманіна (100 нМ) або LY294002 (100 нМ) або ДМСО (в якості контролю)) 

протягом 90 хв при 37 °С, 5 % СО2. Для модуляції вмісту ендогенних церамідов в 

гепатоцитах і чутливості клітин до дії інсуліна клітини печінки попередньо 

інкубували протягом 90 хв при 37° С в присутності 

[
14

С]пальмітинової кислоти (0,25 мкКі/мл) і доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) 

або суміші доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) і міріоцина (5 мкМ) або 

доксорубіцину (паклітакселу) (30 нМ) і GW4869 (20 мкМ), або доксорубіцину 

(паклітакселу) (30 нМ) і іміпраміна (50 мкМ) або доксорубіцину (паклітакселу) 

(30 нМ) і суміші всіх інгібіторів. У контрольні чашки додавали еквівалентну 

кількість розчинників інгібіторів. Після інкубації в присутності інгібіторів і 

модуляторів середовище інкубації видаляли, клітини печінки відмивали буфером 

Кребс-Хенселейта (містить 118 мM NaCl; 5мМ KCl; 1мМ KH2PO4; 1мМ MgSO4; 

2 мМ CaCl2; 0,2 % NaHCO3; 0,2 % БСА; 61 мг/л пеніцилін і 100 мг/л стрептоміцин 

(pH 7,5; 37 °С)) 3 рази і ресуспендували в тому ж буфері. Клітини печінки 

інкубували з D-[U
14

C]-глюкози (1 мкКі/мл) і 10 нМ інсуліном або 0,9 % NaCl (в 

якості контролю до інсуліна) протягом 2 год при 37 °С, 5 % СО2, потім клітини 

відмивали крижаним 0,9 % NaCl 3 рази і лізували в 0,5 мл 0,2 N NaOH. 

Радіоактивність отриманих зразків визначали на сцинтиляційному лічильнику. 

 

2. 7. 2 Визначення утворення глікогена в м'язовій тканині і неокортексі 

Діафрагму або шматочки тканини неокортексу інкубували протягом 2 год при 

37° С, в буфері НBS, що містить 140 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 2,5 мМ MgSO4, 1 мМ 

CaCl2, 5мМ глюкозу, 20 мМ HEPES, 10 нМ інсулін або 0,9 % NaCl (в якості 

контролю до інсуліна) і 1 мкКі/мл D-[U
14

C]-глюкози. Буфер попередньо внесенню 

тканини аерували газовою сумішшю 95 % О2 5 % СО2. Реакцію зупиняли крижаним 

0,9 % NaCl і відмивали їм же 3 рази. Тканини лізували 60 % КOH 30 хв, потім до 
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розчину додавали глікоген 1 мг/мл і кип'ятили 30 хв при 95°С. Осад двічі відмивали 

крижаним етанолом і розчиняли у воді. Радіоактивність отриманих зразків 

визначали на сцинтиляційному лічильнику. 

 

2. 8 Визначення сфінгомієліназної активності в гепатоцитах 

Для пригнічення кислої і нейтральної СФМзи гепатоцити 24-місячних щурів 

інкубували протягом 2 год при 37 °С, 5 % СО2 в присутності 50 мкМ іміпраміна або 

5 мкМ GW4869, відповідно. Для визначення активності СФМаз (ЄС 3.1.4.12) 

гепатоцити лизували в буфері, що містив 50 мМ Tris-HCl (pH 7,4), 1 мМ ЕДТА, 

10 мМ MgCl2, 0,65 % тритон Х-100 (для подальшого визначення активності 

нейтральної СФМази), або в буфері, що містив 50 мМ CH3COONa (pH 5,0), 

0,65 % тритона Х-100 (для подальшого визначення активності кислої СФМази). 

Реакційна суміш містила 1,5 мг білка і 0,74 нмоль СФМ [метил-
14

С-

холін]сфінгомієліна (52 мКі/мМ, «Amersham», Англия) в кінцевому об’ємі 200 мкл. 

Проби інкубували протягом 1 год, реакцію зупиняли додаванням 1,5 мл суміші 

хлороформ: метанол (1: 2, за об’ємом) з подальшим додаванням 1 мл хлороформу і 1 

мл Н2О. Суміш центрифугували протягом 5 хв при 3000 об/хв. Після поділу фаз 

аліквоти верхньої і нижньої фаз, що містили [
14

С]фосфорілхолін і [
14

С]СФМ 

відповідно, використовували для визначення радіоактивності. Активність ферменту 

виражали в нмоль продукту або субстрату на 1 мг білка за 1 год. 

 

2. 9 Вивчення впливу високожирової дієти на вміст сфінголіпідів і 

активацію фосфоліпази Д 

Двомісячні щури самці лінії Вістар були розділені на 2 групи: контрольну і 

дослідну, які утримувались на дієтах різної калорійності. Дієта для контрольної 

групи щурів, яких утримували на стандартному раціоні віварію, становила: білки – 

12 %, жири – 14 % і вуглеводи – 75 % (по калорійності). Калорійність раціону 

дослідної групи була збільшена на 21 % за рахунок збільшення вмісту жирів шляхом 
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додавання до стандартної дієті яловичого жиру (в якості джерела насичених жирів, 

кількість насичених жирів становила близько 50,90 мг на 100 г яловичого жиру) 

[190]. З печінки, діафрагми і неокортексу цих тварин отримували препарати для 

вивчення змін вмісту ліпідів і активації інсуліном ФЛД, викликаних високожировою 

дієтою. 

 

2. 10 Екстракція ліпідів 

Ліпіди гомогенатів печінки, діафрагми і неокортексу (приготованих на 

0,9 % NaCl) екстарагувалі за методом Bligh, Dyer протягом 60 хв в суміші 

хлороформ: метанол (1: 2, за обємом) при постійному струшуванні [191]. 

Отриманий екстракт центрифугували 10 хв при 3000 об/хв. Верхню фазу відбирали і 

доливали 1 мл хлороформу і 1 мл dist Н2О. Проби центрифугували протягом 10 хв 

при 3000 об/хв. Верхню фазу відкидали, а нижню випарювали під вакуумом при 

температурі 37 °С. Осад розчиняли в суміші хлороформ: метанол (2: 1, за об'ємом) і 

використовували для тонкошарової хроматографії. 

 

2. 11 Поділ ліпідів за допомогою тонкошарової хроматографії 

Поділ ліпідів на фракції проводили методом тонкошарової хроматографії на 

сілікагелевих пластинках Sorbfil в висхідному струмі розчинників. в системах 

розчинників – етилацетат: ізооктан: оцтова кислота: Н2О (130: 20: 30: 100, за 

об’ємом) для ФЕТ, ФБУТ; гексан: діетиловий ефір: оцтова кислота (73: 25: 2, за 

обємом) для діацілгліцерола (ДАГ), вільних жирних кислот (ВЖК) і 

триацилгліцеролів (ТАГ). Для поділу фосфоліпідів (ФХ і фосфатидилетаноламін 

(ФЕА)) і сфінголіпідів (церамід і СФМ) використовували системи: діетиловий ефір 

(система 1) і хлороформ: етанол: Н2О (40: 10: 1, за об'ємом) (система 2). Плями 

ліпідів проявляли в парах йоду і ідентифікували, порівнюючи зі стандартами. 
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2. 12 Елюювання ліпідних фракцій 

Плями ліпідів зіскоблювали з хроматографічних пластинок в пробірки 

заливали 2 мл суміші хлороформ: метанол (3: 2, за обсягом) для ДАГ, ТАГ, ВЖК і 

церамідів, хлороформ: метанол: 14 N NH4OH (56: 42: 2, за обсягом) для СФМ, ФХ, 

ФЕА і ФЕТ, і інкубували на водяній бані при + 55 °С протягом 15 хв з подальшим 

центрифугуванням протягом 10 хв при 3000 об/хв. Елюат збирали в хімічні 

пробірки, операцію повторювали двічі. 

 

2. 13 Кількісне визначення ліпідних фракцій 

Кількісне визначення ліпідних фракцій вмісту фосфоліпідів в пробах 

проводили за методом Bartlett [192]. Елюат випарювали, до пробірки додавали по 

0,6 мл суміші 10 N  H2SO4: 70 % HCl: H2O (9: 1: 40, за обємом) і поміщали в блоки 

для спалювання на 8 год при + 160 °С. Після охолодження в зразки додавали по 0,9 

мл dist. Н2О, 0,5 мл 0,9 % (NH4)6Mo7O24 · 4H2O і 0,2 мл 9 % аскорбінової кислоти. 

Вміст перемішували і інкубували 30 хв на водяній бані при + 45 °С. Оптичну 

щільність проб вимірювали при довжині хвилі 820 нм на спектрофотометрі СФ-26. 

Кількісне визначення вмісту нейтральних ліпідів у пробах проводили за 

методом Marsh, Weinstein [193]. Елюат випарювали, в пробірки додавали по 2 мл 

концентрованої Н2SO4 і поміщали в блоки для спалювання на 15 хв при + 200 °С. 

Після охолодження в пробірки додавали по 2 мл dist. Н2О, вміст перемішували і 

знову охолоджували. Оптичну щільність проб вимірювали при довжині хвилі 375 нм 

на спектрофотометрі СФ-26. 

 

2. 14 Визначення білка в досліджуваних тканинах 

Вміст білку в лізатах гепатоцитів (приготованих на живильному 

середовищі 199), гомогенатах печінки, діафрагми і неокортексу (приготованих на 

буферах Кребс-Рингеру або Кребс-Хенселейту) визначали за методом Lowry 

et al [194]. Для визначення кількості білку брали 0,1 мл необхідного матеріалу. 
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2.15 Статистична обробка даних 

Статистичний аналіз даних проведено за допомогою методів варіаційної 

статистики. Перевірку нормальності розподілу даних було здійснено за допомогою 

критерію Шапіро-Уїлка. Порівняння груп із нормальним розподілом даних було 

здійснено за допомогою t-критерію Стьюдента. Для множинних порівнянь було 

використано однофакторний дисперсійний аналіз (ANOVA критерій Ньюмена-

Кейлса, критерій Даннета). Результати подано у вигляді  ±  (середнє 

арифметичне ( ), стандартна похибка середнього арифметичного ( )). Вміст 

значущості (р) для визначення відмінностей між групами такими, що є статистично 

значущими був прийнятий р≤0,05. 

 

Висновки до розділу 2 

Дослідження здійсненно за допомогою методів клітинної біології (виділення 

та ізолювання гепатоцитів за методом Петренка і співавторів, визначення цілісності 

клітинних мембран гепатоцитів – тест з трипановим синім); біохімічними методами 

(визначення активності ФЛД та СФМаз, екстракція ліпідів за методом Bligh, Dyer, 

визначення білку за методом Lowry, кількісне визначення ліпідів за методами 

Bartlett та March, Weinstein), хроматографічні (розподіл ліпідних фракцій за 

допомогою тонкошарової хроматографії), радіоізотопні (включення мічених 

попередників до ліпідів та глікогена, поглинання міченої глюкози клітинами та 

тканинами), статистичні методи (аналіз отриманих даних). 

Результати власних досліджень наведено в публікаціях [167, 168, 169, 170, 

195, 196, 197, 198, 199, 200]. 
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РОЗДІЛ 3  

 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

 

3. 1 Роль та регулювання фосфоліпази Д в сигнальному каскаді інсуліна 

3. 1. 1 Регуляція фосфоліпази Д в сигнальному каскаді інсуліна в клітинах 

печінки 

Біологічні ефекти інсуліна в клітинах-мішенях реалізуються шляхом активації 

каскаду сигнальних молекул, важливе місце серед яких займають ФІ3-кіназа, 

Akt/ПКВ, ФФК2 [201]. Встановлено, що інсулін також активує ФЛД в тканинах-

мішенях. Так, Voss і співавторами на ембріональних клітинах нирок людини 

HEK293 було показано, що дія ростових факторів, таких як EGF, PDGF і інсулін, 

підвищує ендогенну активність ФЛД [77]. Індукована інсуліном активація             

ФХ-специфічної ФЛД в плазматичній мембрані спостерігається в клітинах 

ендотелію людини [77], в адипоцитах щурів [81], L6 і BC3H-1 міоцитах [78-80], 

гепатоцитах щурів [14], а також синаптосомах кори головного мозку щурів [15]. 

ФЛД і продукт її реакції гідролізу ФХ, ФК, відіграють важливу роль в здійсненні 

везикулярного транспорту, ендо- та екзоцитозу, реорганізації цитоскелету, 

проліферації і виживання клітин [75]. Зокрема показано, що поряд з атиповими 

формами ПКС ζ/λ і Akt/ПКВ сама ФЛД та її продукт – ФК беруть участь в регуляції 

інсуліном трафіку транспортерів глюкози ГЛЮТ з внутрішньоклітинних депо в 

плазматичну мембрану та у зворотньому напрямку і, відповідно, можуть займати 

важливе місце в регуляції обміну глюкози в стимульованих гормоном клітинах 

[101]. Інсулін стимулює ПКС- і ФЛС-залежну активність ФЛД в гепатоцитах щурів і 

клітинах HEK 293 [11, 14]. В адипоцитах щурів, індукована інсуліном активація 

ФІ3-кінази викликає продукцію поліфосфоінозітидів в плазматичній мембрані з 

подальшою транслокацією Rho і активацією ФЛД [81]. Однак механізми регуляції 

активності ФЛД при дії інсуліна та місце фермента в сигнальному каскаді відносно 
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добре вивчених сигнальних молекул ФІ3-кінази і Akt/ПКВ залишаються 

нез'ясованими. 

На першому етапі цього дослідження було вивчено дію інсуліна на активність 

ФЛД в різних тканинах щурів. Для визначення стимульованої інсуліном активації 

ендогенної ФЛД в тканинах щурів використовували метод, заснований на утворенні 

ФЕТ або ФБУТ, які продукуються тільки ФЛД, у реакції трансфосфатидилювання в 

присутності первинних спиртів (етанолу або бутанола) [75, 202-205]. Встановлено, 

що внесення інсуліна в середовище інкубації клітин печінки, м'язової тканини або 

тканини неокортексу статистично значимо збільшує активність ФЛД. Інсулін 

стимулює продукцію [
14

C]ФЕТ (Рис 3.1 А) і зниження вмісту субстрату ФЛД, 

[
14

C]ФХ (Рис 3.1 Б), у всіх вивчених тканинах, мічених [
14

C]пальмітиновою 

кислотою.  

 

 

Рис. 3.1 Індукована інсуліном активація фосфатидилхолін-специфічної 

фосфоліпази Д в клітинах печінки, м'язовій тканині та неокортексі щурів 3-

місячного віку  

Примітки: 

1. А - вміст [
14

C]ФЕТ; Б - вміст [
14

C]ФХ  

2. * – статистично значимо в порівнянні з контролем до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p <0,05  
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Ці результати вказують на те, що інсулін швидко активує ФХ-специфічну 

ФЛД як в класичних інсулін-чутливих тканинах (печінка і м'язи), так і в мозку. 

Встановлено, що інсулін поряд з активацією ФЛД в м'язах, неокортексі і 

гепатоцитах стимулює поглинання глюкози і синтез глікогена (Рис. 3.2). 

 

Рис. 3.2 Вплив інсуліна на поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози (А) і синтез 

[
14

C]глікогена (Б) в клітинах печінки, м'язової тканини і неокортексі щурів 3-

місячного віку  

Примітка. * – статистично значимо у порівнянні з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), p <0,05  

У даній роботі показано, що інсулін стимулює активність ФЛД, поглинання 

глюкози і синтез глікогена в класичних тканинах-мішенях (м'язова тканина, клітини 

печінки), а також в неокортексі (Рис. 3.1). Але роль ФЛД в регуляції інсуліном 

поглинання глюкози і синтеза глікогена в гепатоцитах залишається не цілком 

зрозумілою. 

PIns3,4,5P3, продукт реакції, що каталізує ФІ3-кіназа, є головним вторинним 

посередником в сигнальному каскаді інсуліна і опосередковує більшість його 

метаболічних процесів в тканинах-мішенях. Групою дослідників було показано, що 

пригнічення ФІ3-кінази за допомогою специфічного інгібітора вортманіна блокує 

стимульований інсуліном гідроліз фосфатидилхоліну ФЛД в адипоцитах [78]. У той 

же час нещодавно з'явилися дані про те, що інсулін також може активувати 

консервативні ПКС і нові ПКС, головним чином в печінці і жировій тканині, 
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шляхом активації синтеза ФК de novo і незалежно від ФІ3-кінази [206]. Для того, 

щоб з'ясувати чи опосередковує ФІ3-кіназа дію інсуліна на активність ФЛД в 

гепатоцитах, на даному етапі дослідження були використані 2 різних специфічних 

інгібітори ФІ3-кінази, вортманін і LY294002. 

Вортманін та LY294002 пригнічують ФІ3-киназу ковалентно незворотньо 

зв’язуючись з АТФ-зв’язуючим сайтом каталітичної субодиниці фермента [207, 

208]. 

З огляду на той факт що спирти і інгібітори, необхідні для визначення 

активності ФЛД, можуть бути токсичними для клітин, також була вивчена 

життєздатність клітин печінки з використанням трипанового синього. 

Короткочасний вплив етанолу або бутанолу, вортманіна і LY294002 на ізольовані 

гепатоцити не мав статистично значущого ефекту на виживаність клітин (Рис. 3.3). 

 

Рис. 3.3 Дія етанолу, бутанолу та інгібіторів фосфатидилінозітол-3-кінази, 

фосфатази фосфатидної кислоти і фосфоліпази Д на життєздатність гепатоцитів  

Примітка. 1 – інтактні клітини; 2 – етанол; 3 – бутанол; 4 – вортманін; 5 – 

LY294002; 6 – пропранолол; 7 – галопемід; 8 – N-гексаноіл-D-сфінгозин                

(С6-церамід); 9 – апігенін-7-глюкозид; 10 – лютеолін-7-глюкозид  

Встановлено, що внесення вортманіна або LY294002 в середовище інкубація 

гепатоцитів скасовує стимулюючий ефект інсуліна на продукцію [
14

C]ФЕТ 

(Рис. 3.4 А), а також на поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози і синтез [

14
C]глікогена 

(Рис. 3.4 Б). 
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Рис. 3.4 Вплив інгібіторів фосфатидилінозітол-3-кінази (вортманіна і 

LY294002) на активацію інсуліном фосфоліпази Д (А), поглинання [
3
H]глюкози (Б) і 

синтез [
14

C]глікогена (Б)  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

р<0,05  

Оскільки передбачається, що гальмування ФЛД може змінювати сигналінг 

інсуліна, на даному етапі цієї роботи було вивчено, чи може гостре пригнічення 

ФЛД за допомогою загального антагоніста (1-бутанолу) впливати на індуковані 

інсуліном поглинання глюкози і синтез глікогена в гепатоцитах. Встановлено, що 

додавання 1-бутанолу в середовище інкубації призводить до збільшення утворення 

[
14

С]ФБУТ в клітинах, стимульованих інсуліном. У той же час, внесення 2-бутанолу 

(контроль) у середовище інкубації гепатоцитів, попередньо мічених 

[
14

C]пальмітиновою кислотою, практично не супроводжується накопиченням 

міченого [
14

С]ФБУТ в стимульованих інсуліном і не стимульованих клітинах 

(Рис. 3.5 А).  
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Рис. 3.5 Вплив 2-бутанолу та 1-бутанолу на індуковану інсуліном активацію 

фосфоліпази Д (вміст міченого продукту реакції - [
14

C]фосфатидилбутанола) (А), 

поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози (Б) і синтез [

14
C]глікогена (В) в гепатоцитах    

3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

р<0,05  

Також, 2-бутанол не впливає на стимулюючу дію інсуліна відносно 

поглинання [
3
H]глюкози (Рис. 3.5 Б) і синтеза [

14
C]глікогена (Рис. 3.5 В).  

У той же час 1-бутанол редукує активацію метаболізму глюкози інсуліном в 

гепатоцитах (Рис. 3.5 Б і В). Ці дані підтверджують участь системи ФЛД/ФК в 
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регуляції поглинання глюкози і синтеза глікогена в гепатоцитах молодих 

статевозрілих щурів 3-місячного віку. 

У культурі гепатоцитів групою під керівництвом Donchenko було показано, 

що стимуляція клітин інсуліном призводить до утворення ДАГ і ФК [14]. ФК 

утворюється в результаті дії ФХ-специфічної ФЛД. У той час як ДАГ може бути 

утворений з ФХ в результаті дії ФЛС, або в результаті гідролізу ФК фосфатазою 

фосфатидної кислоти (ФФК). ФФК є важливим ферментом, що визначає баланс між 

двома сигнальними молекулами ФК і ДАГ і, відповідно, грає важливу роль в 

регуляції функціонування сигнального каскаду інсуліна. Є дані, що стосуються 

утворення ФК і ДАГ в синаптосомах кори головного мозку щурів, де інсулін поряд з 

ФЛД також активує ФФК і індукує утворення сигнальних молекул ФК і ДАГ [211]. 

Пропранолол є антагоністом бета-адренергічного рецептора. Крім того, він 

блокує утворення ДАГ шляхом пригнічення ФФК. Пропранолол є зручним 

інструментом для з'ясування ролі ФЛД/ФК в сигнальних шляхах гормонів. 

Встановлено, що внесення пропранололу в середовище інкубації перед 

інсуліном не змінює життєздатність гепатоцитів (Рис. 3.3), але достовірно знижує 

утворення як [
14

C]ФЕТ, так і [
14

C]ДАГ в клітинах печінки. 

Вміст [
14

C]ФЕТ в клітинах печінки, стимульованих інсуліном або інсуліном і 

пропранололом, склало 9537 ± 625 і 5504 ± 327 * імп за хв на 10
7
 клітин (* 𝑝<0,05, 

інсулін + пропранолол в порівнянні з інсуліном), відповідно. Вміст [
14

C]ДАГ в 

гепатоцитах, стимульованих інсуліном або інсуліном і пропранололом, склало 

3925 ± 642 і 1936 ± 178 * імп за хв на 10
7
 клітин (* 𝑝<0,05, інсулін + пропранолол в 

порівнянні з інсуліном), відповідно. Крім того, пропранолол скасовував 

стимулюючу дію інсуліна на поглинання  2-деокси-[
3
H]-D -глюкози гепатоцитами 

(Рис. 3.6). 
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Рис. 3.6. Вплив пропранололу на стимульоване поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-

глюкози в гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо 0,9 % NaCl до інсуліна, р≤ 0,05;      ** 

– статистично значимо в порівнянні з інсуліном, р≤ 0,05  

Показано, що ізоформи ФЛД1 і ФЛД2 експресуються в широкому спектрі 

видів клітин. Обидві ФЛД можуть активуватися інсуліном в тканинах-мішенях [11, 

12, 90, 206, 209]. Для подальшого вивчення участі ФЛД в сигналінгу інсуліна в 

клітинах печінки, ми використовували специфічний інгібітор ФЛД, галопемід [13, 

210], а також, добре відомий інгібітор, антагонист стимульованої активності ФЛД, 

церамід [211, 212]. Галопемід і все аналоги галопеміда описані в літературі як прямі 

подвійні інгібітори активності ФЛД1/2 [213]. Механізм дії цих інгібіторів полягає у 

блокуванні каталітичного центру ФЛД і сайту зв’язування кофактору PIns(4,5)P2 

[214, 215]. Попередня обробка гепатоцитів галопемідом в концентраціях 200 і 300 

нМ скасовувала стимулюючу дію інсуліна на активність ФЛД (Рис. 3.7 А) і значимо 

редукувала індукцію поглинання глюкози (Рис. 3.7 Б) і синтеза глікогена (Рис. 3.7 В) 

інсуліном. Однак інкубація гепатоцитів щурів в присутності галопеміда не вплинуло 

на життєздатність клітин (Рис. 3.3) та на базальну активність ФЛД в клітинах 

печінки (Рис. 3.7 А).  



77 

 

 

Рис. 3.7 Вплив галопеміда і С6-цераміда на стимульовану інсуліном активацію 

ФЛД (А), поглинання глюкози (Б) і синтез глікогена (В)  

Примітка. * – статистично значимо в порівнянні з контролем до інсуліна (0,9% 

NaCl), р≤0,05  

Галопемід не вплинув на поглинання глюкози (Рис. 3.7 Б) і синтез глікогена 

(Рис. 3.7 В) в клітинах печінки, стимульованих інсуліном. І навпаки, встановлено, 

що внесення в середовище інкубації екзогенного С6-цераміда, який вибірково 

знижує активність і експресію ФЛД1 [182, 183], редукувало базальну активність 

ФЛД (Рис. 3.7 А), поглинання глюкози (Рис. 3.7 Б) і синтез глікогена в гепатоцитах 
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(Рис. 3.7 В). С6-церамід скасовував стимулюючу дію інсуліна на активність ФЛД 

(Рис. 3.7 А), поглинання глюкози (Рис. 3.7 Б) і синтез глікогена в гепатоцитах 

(Рис. 3.7 В). Короткочасна обробка гепатоцитів С6-церамідом не вплинула на 

життєздатність клітин печінки (Рис. 3.3). 

На наступному етапі цього дослідження було вивчено вплив флавонів, 

лютеоліна і апігеніна, на ФЛД-залежний сигналінг інсуліна в первинній культурі 

гепатоцитів. Показано, що лютеолін і апігенін та їх глікозильовані форми є добре 

відомими модуляторами сигнальних шляхів інсуліна в клітинах-мішенях. Обидва 

флавони інгібують стимульовані інсуліном фосфорилювання/активацію Akt/ПКВ, 

транслокацию ГЛЮТ4 в плазматичну мембрану і поглинання глюкози [216, 217]. 

У цій роботі ми вивчили вплив лютеоліна-7-глюкозида (ЛЮ7Гл) і           

апігеніна-7-глюкозида (АП7Гл) на активність ФЛД, поглинання глюкози і синтез 

глікогена в гепатоцитах щурів, стимульованих інсуліном. Беручи до уваги той факт, 

що лютеолін пригнічує стимульоване інсуліном фосфорилювання β-субодиниці 

рецептора інсуліна, а апігенін має тільки тенденцію до пригнічення 

фосфорилювання інсулінового рецептора [21], в цьому дослідженні ми проводили 

експерименти двох типів: (1) флавони додавали до інкубаційного середовища перед 

інсуліном; (2) флавони додавали після внесення інсуліна. Фарбування трипановим 

синім не показало порушення проникності мембран гепатоцитів при дії ЛЮ7Гл або 

АП7Гл. Ці результати узгоджуються з роботами раніше проведеними на 

гепатоцитах, оброблених ЛЮ7Гл або АП7Гл [217, 218]. Внесення флавонів в 

середовище інкубації гепатоцитів попередньо інсуліна (Рис. 3.8 А, Б і В) або після 

нього (Рис. 3.8 Г, Д і Е), супроводжувалося значним зниженням стимульованої 

інсуліном активності ФЛД, а також поглинання глюкози і синтеза глікогена в 

гепатоцитах щурів, в той час як флавони не змінювали активність ФЛД і метаболізм 

глюкози в нестимулюваних клітинах. 
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Рис. 3.8 Вплив апігеніна-7-глюкозида і лютеоліна-7-глюкозида на 

стимульовану інсуліном активацію фосфоліпази Д (А, Г), поглинання                          

2-деокси-[
3
H]-D-глюкози (Б, Д) і синтеза [

14
C]глікогена (В, Е) в ізольованих 

гепатоцитах  

Примітки:  

1. Флавоноїди додавали в середовище інкубації перед (А, Б, В) або після (Г, Д, 

Е) внесення інсуліна (див. розділ 2)  

2. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна, р<0,05  
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Між двома типами експериментів не було виявлено відмінностей. Отримані 

дані дозволяють припустити, що обидва препарати, ЛЮ7Гл і АП7Гл, діють 

переважно після рецептора інсуліна і є потужними супрессорами стимульованої 

інсуліном активності ФЛД і метаболізму глюкози в клітинах печінки. 

Відомо, що печінка є мішенню дії інсуліна і відіграє надзвичайно важливу 

роль в регуляції гомеостазу глюкози в організмі. На мишах, нокаутних по рецептору 

інсуліна (LIRKO), в якості моделі прямої інсулінорезистентності печінки було 

показано, що інсулінорезистентність печінки сама по собі може призводити до 

дисліпідемії і посилювати ризик розвитку атеросклерозу, асоційований з 

метаболічним синдромом [219]. У мишей нокаутних по рецептору інсуліна 

розвивалася гіперінсулінемія і резистентність печінки до дії гормону. Інактивація 

гена рецептора інсуліна тільки в гепатоцитах LIRKO мишей призводила до повної 

втрати ранніх подій сигналінгу інсуліна, таких як фосфорилювання IRS1/2, 

запасання глікогена і пригнічення продукції глюкози [220]. Більш того, 

інсулінорезистентність печінки може викликати гіперплазію β-клітин підшлункової 

залози, що спостерігається при діабеті 2 типу. 

В гепатоцитах, інсулін в нормі діє через рецептори на клітинній поверхні 

пригнічуючи глікогеноліз та глюконеогенез і активуючи синтез глікогена і 

ліпогенез. Цей сигнальний шлях включає в себе рецептор інсуліна, білки IRS, ФІ3-

кіназу, Akt/ПКВ, FOXO1 та інші медіатори і вивчений досить добре. Також добре 

вивчена важлива роль концентрацій інсуліна в плазмі та чутливості клітин до 

інсуліна в контролі метаболізму глюкози в печінці [204, 221]. Однак, роль ФЛД в 

регуляції інсуліном поглинання глюкози і синтеза глікогена в гепатоцитах 

залишається не цілком ясною. Ми показали що інсулін стимулює активність ФЛД в 

класичних мішенях (м'язова тканина, клітини печінки), а також в неокортексі. 

Індукована інсуліном активація ФЛД в м'язовій тканині, гепатоцитах і неокортексі 

супроводжується посиленням поглинання глюкози і синтеза глікогена [199, 222, 

223]. 
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Стимуляція інсуліном рецепторів на поверхні клітин-мішеней вмикає 

транслокацию білків АДФ-рибозилюючого фактора (ARF) в плазматичну мембрану 

і наступну активацію ФЛД [221, 224]. На клітинах HIRcB, клітинної лінії 

фібробластів Rat-1, які експресують людські рецептори інсуліна, було встановлено, 

що активація ARF може регулюватися специфічними факторами обміну 

нуклеотидів, членами родини цитохезін/ARF (ARNO). Інсулін, зв'язуючись зі своїм 

рецептором, не тільки запускає фосфорилювання IRS1 і активацію ФІ3-кінази, але 

також запускає вбудовування в плазматичну мембрану ARNO або AFR-специфічних 

чинників які обмінюють нуклеотиди (GEFs). Вбудовування ARF-GEFs в 

плазматичну мембрану в стимульованих інсуліном клітинах стабілізується шляхом 

взаємодії їх РН-доменів з поліфосфоінозітидами, утвореними ФІ3-кіназою, і потім 

слідує активація ФЛД. Отримані в даній роботі результати про те, що специфічні 

інгібітори ФІ3-кінази, вортманін і LY294002, скасовують стимулюючу дію інсуліна 

на активність ФЛД, поглинання глюкози і синтез глікогена в клітинах печінки, 

дозволяють припустити, що ФІ3-кіназа відіграє важливу роль в активації ФЛД 

інсуліном. Крім того, ФІ3-кіназа-залежна активація ФЛД може брати участь в 

регуляції інсуліном метаболізму глюкози в первинних гепатоцитах. Для того, щоб 

прояснити внесок ФЛД в регуляцію метаболізму глюкози в гепатоцитах, 

стимульованих інсуліном, клітини печінки попередньо були оброблені різними 

інгібіторами ФЛД/ФК. 

Щоб запобігти ФЛД-залежному утворенню та накопиченню ФК в 

гепатоцитах, стимульованих інсуліном, в даній роботі використовували 1-бутанол 

або 2-бутанол (в якості контролю). Інкубування клітин печінки в присутності            

1-бутанолу перед внесенням інсуліна не змінювало стимулюючий ефект гормону на 

активність ФЛД і достовірно знижувало, але не скасовувало індукцію поглинання 

глюкози і синтеза глікогена інсуліном в гепатоцитах. У той же час 2-бутанол 

практично не використовувався в реакції трансфосфатидилювання, яку каталізує 

ФЛД і, таким чином, не міг запобігти накопиченню ФК і стимуляції метаболізму 

глюкози в клітинах печінки, стимульованих інсуліном. Крім того, виявлено, що 
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гальмування ФФК і перетворення ФК в іншій сигнальний медіатор інсуліна, ДАГ, за 

допомогою пропранололу скасовувало стимулюючий вплив інсуліна на активність 

ФЛД і поглинання глюкози в гепатоцитах. Отримані результати показують, що 

активація ФФК і продукція ДАГ відіграють важливу роль в регуляції метаболізму 

глюкози в гепатоцитах. Однак пропранолол може впливати не тільки на метаболізм 

ФК, а й на інші компоненти сигнальних шляхів інсуліна, що ускладнює 

інтерпретацію результатів при використанні цього препарату в дослідженнях 

сигнальної трансдукції. Беручи до уваги той факт, що пропранолол пригнічує не 

тільки ФФК, але також ПКС [220] і ПКС залежну активність ФЛД [202, 225, 226], не 

можна виключати, що цей препарат, пригнічуючи ПКС, може редукувати 

стимуляцію ФЛД інсуліном в гепатоцитах щурів. 

На гепатоцитах мишей, що експресують ключові ферменти, які каталізують 

продукцію ФК (діацилгліцеролкіназа-θ, ФЛД 1/2, і т.д.) було показано, що ФК, 

накопичення якої інгібує сигналінг інсуліна, має інше походження [226]. Зазвичай 

ФК накопичується в клітинах оброблених пропранололом в результаті інгібування 

ФФК. Більш того, пропранолол, як було показано в нашій роботі, блокує метаболізм 

глюкози, індукований інсуліном. Ці результати, об'єднані разом, дозволяють 

припустити, що саме надмірне накопичення ФК є головною причиною порушення 

регуляції метаболізму глюкози пропранололом, але не збільшення продукції ДАГ. 

Низкою дослідників було показано, що поряд з пропранололом етанол і 

бутанол можуть впливати не тільки на ФЛД і метаболізм ФК, але й на інші 

компоненти сигнальних шляхів інсуліна, зокрема, ПКС і рецептор інсуліна [222-

224]. 1-бутанол, також як інгібітор ФІ3-кінази, LY294002, значно знижує 

фосфорилювання Akt/ПКВ по серину 473 і стимульовану ФЛД транслокацію 

ГЛЮТ1 в чутливих до інсуліна міобластах C2C12 [226]. 1-бутанол значимо редукує 

поглинання глюкози і активність aPKC (PKCξ/λ) під час стимуляції транспорту 

глюкози і ФЛД в м'язових клітинах [227].  

Встановлено, що 1-бутанол блокує стимульоване глюкозою вивільнення 

інсуліна, однак при цьому не пригнічує продукцію ФК, в той час як інгібітор      
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ФЛД 1/2 FIPI, блокує утворення ФК, але має слабку дію на вивільнення інсуліна 

[13]. Ці дані вказують на те, що ФБУТ не є інертним ліпідом, але може бути 

потужним інгібітором секреторних шляхів. Зв'язок між ФЛД і фізіологічним станом 

клітини може визначатися і іншими підходами, такими як RNAi-опосередкована 

даунрегуляція окремих ізоформ ФЛД [228]. Хоча RNAi-опосередковані ефекти 

проявляються через години і дні, збільшуючи ймовірність вторинної дії нокауту 

ФЛД, тоді як використання специфічних інгібіторів дозволяє проаналізувати гостре 

пригнічення активності ФЛД. 

В даному дослідженні вперше було показано, що галопемід скасовує 

стимулюючу дію інсуліна на активність ФЛД і достовірно редукує індукцію 

інсуліном поглинання глюкози і синтез глікогена в первинній культурі гепатоцитів. 

Галопемід і його аналоги є подвійними ФЛД1/2 інгібіторами [213]. Галопемід, 

аналог FIPI, широко використовується для пригнічення ФЛД, не є токсичним для 

клітин і не змінює фосфорилювання Akt/ПКВ і ERK як в нестимульований клітинах, 

так і в клітинах стимульованих сироваткою і, тих, які експресують дикий тип ФЛД1 

і ФЛД2 [13]. Крім того, інгібітор ФЛД FIPI не змінює розподіл ФЛД в клітинах і 

доступність PIns4,5P2 в плазматичній мембрані в клітинах, що експресуються ФЛД1 

і ФЛД2. Таким чином, очевидно, що крім механізму прямого інгібування 

каталітичної активності ФЛД не встановлено інших механізмів дії інгібітора 

похідного галопеміда. У клітинах HepG2, також як і в первинній культурі 

гепатоцитів людини пригнічення ФЛД2 за допомогою siPLD2 або аналога 

галопеміда FIPI асоціюється з достовірним пригніченням активності атипової PKCξ 

[229]. Більш того було показано, що ФК може активувати PKCξ в скелетних м'язах 

[227]. Тому не виключено, що активація інсуліном ФЛД в гепатоцитах щурів може 

призводити до накопичення ФК і подальшої активації аПКС. Хоча слід зазначити, 

що надмірна активація аПКС може викликати інсулінорезистентність. На відміну 

від патофізіологічних умов, індукована інсуліном продукція ФК ФЛД в нормальних 

клітинах надалі піддається перетворенню в лізоФК, ДАГ або фосфоліпіди. Це 

запобігає перевантаженню клітин ФК і подальшій надлишковій актвації аПКС. 
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ФЛД1 і ФЛД2 беруть участь в сигнальній трансдукції інсуліна [11, 12, 90, 

206]. Експресія каталітично неактивних форм ФЛД2 в клітинах HIRcB блокує 

індуковану інсуліном активацію ФЛД і фосфорилювання МАРК, тоді як каталітично 

неактивна ФЛД1 не чинить такого впливу [206]. Ці дані дозволяють припустити, що 

ФЛД2 є головним типом фосфоліпаз, що берeруть участь в інсулін-залежному 

сигналінгу ФЛД. В ембріональних клітинах нирок-293 людини інсулін індукує 

активність ФЛД1 і ФЛД2 [11]. Більш того, встановлена спільна локалізація ФЛД1, 

але не ФЛД2, з ГЛЮТ4 у внутрішньоклітинних мембранах 3T3-L1 адипоцитів [92]. 

Було показано посилення транслокації ГЛЮТ4 при мікроін'єкції очищеної ФЛД в 

культивованих адипоцитах при дії інсуліна. Активація ФЛД1 є швидкість-

лімітуючим кроком в процесі стимульованого інсуліном злиття везикул, що містять 

ГЛЮТ4, з плазматичною мембраною і посилення поглинання глюкози в адипоцитах 

[101]. Різні типи ГЛЮТ [230] і ГЛЮТ4, серед них [102, 120], експресуються в 

печінці і гепатоцитах. З огляду на всі ці дані і отримані результати можна 

припустити, що ФЛД бере участь в ГЛЮТ-залежній регуляції метаболізму глюкози 

в стимульованих інсуліном гепатоцитах. 

Сфінголіпід церамід є добре відомим інгібітором сигналінгу інсуліна в 

гормон-чутливих клітинах. Церамід пригнічує синтез глікогена, індукуючи 

дефосфорилювання і інгібування Akt/ПКВ і запобігаючи транслокації протеїнкінази 

в плазматичну мембрану. Було показано, що церамід підсилює фосфорилювання 

Thr-563/560-PKCξ/λ, тим самим імітуючи дію інсуліна і PIns3,4,5P3 (продукту       

ФІ3-кінази) на аПКС в печінці мишей [231]. Більш того, С6-церамід (але не його 

неактивний аналог, дигідро-С6-церамід) індукує активність PKCξ і також викликає 

вибіркове посилення асоціювання між Akt і PKCξ [232]. C6-церамід, також як       

С2-церамід, не змінює фосфорилювання Akt в нестимулюваних клітинах і в 

клітинах, що експресують домінантну негативну PKCξ і знижує фосфорилювання 

Akt в клітинах стимульованих фактором росту тромбоцитів [233]. Ці дані наводять 

на думку, що опосередкована церамідами надлишкова активація PKCξ призводить 

до зниження фосфорилювання Akt. 
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ФЛД є важливою мішенню цераміда в клітинах. Церамід пригнічує ФЛД, 

конкуруючи з PIns4,5P2 за каталітичний центр ферменту [24] і блокуючи 

траслокацію білка ARF і ПКС в клітинні мембрани [26]. Крім того, церамід може 

порушувати структуру ліпідних рафтів і таким чином пригнічувати активність ФЛД 

[25] і знижувати експресію ФЛД в стимульованих клітинах [234]. С6-церамід, як 

було показано в даному дослідженні, редукує базальну активність ФЛД, поглинання 

глюкози і синтез глікогена в гепатоцитах і скасовує стимулюючу дію інсуліна на 

активність ФЛД і метаболізм глюкози в клітинах печінки [235, 236]. Ці результати 

підтверджують і розширюють уявлення про значущу роль ФЛД в регуляції 

метаболізму глюкози в первинній культурі гепатоцитів, стимульованих інсуліном.  

Раніше було показано, що флавони є потужними модуляторами як обміну 

сфінгомієліна, так і сигналінгу інсуліна в клітинах печінки. Апігенін, АП7Гл, і інші 

флавоноїди з Chamomilla recutita пригнічують нейтральну сфінгомієліназу, 

запобігаючи продукції і накопиченню цераміда в клітинах молодих щурів 

оброблених CCl4- і етанолом [217]. АП7Гл, також як ЛЮ7Гл, скасовує збільшення 

рівня цераміду в гепатоцитах старих щурів, шляхом пригнічення нейтральної 

СФМази [21]. Хоча обидва препарати, АП7Гл і ЛЮ7Гл, не змінюють вміст цераміда 

і обмін сфінгомієліна в гепатоцитах 3-місячних щурів [21, 217]. На клітинах 

гепатоми людини (HepG2), адипоцитах і епітеліальних клітинах було показано, що 

флавони, апігенін і лютеолін, відповідальні за інгібування активації і 

фосфорилювання Akt і Akt-залежного сигнального шляху [216, 217, 237]. ЛЮ7Гл, 

діє подібно лютеоліну [238]. Апігенін і лютеолін також інгібують стимульовану 

інсуліном активацію даунстрім ефектора ФІ3-кінази, Akt, і пригнічують 

стимульовану інсуліном транслокацию ГЛЮТ4 в плазматичну мембрану і 

поглинання 2-деокси-D-[1-
3
H]-глюкози адипоцитами мишей [216]. Апігенін і 

лютеолін, внесені через 15 хв після інсуліна, скасовують фосфорилювання Akt в 

наступні 30 хв і редукують базальне фосфорилювання Akt в клітинах HepG2 [216]. 

Ми з'ясували, що AП7Гл і ЛЮ7Гл є потужними супрессорами активації ФЛД і 

метаболізму глюкози в клітинах печінки стимульованих інсуліном. Інгібіторна дія 
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АП7Гл і ЛЮ7Гл на активність ФЛД і обмін глюкози не залежить від дії флавонів на 

рецептори інсуліна. Більш того, дія флавонів на сигналінг інсуліна не залежить від 

накопичення церамідів в гепатоцитах [21, 217]. Разом узяті ці результати 

дозволяють зробити висновок про те, що активація ФЛД в стимульованих інсуліном 

гепатоцитах, знаходиться після Akt/ПКВ. 

Таким чином, в цьому дослідженні встановлено, що інсулін активує            

ФХ-специфічну ФЛД як в класичних тканинах-мішенях інсуліна (печінці і м'язах), 

так і в корі мозку. Активація ФЛД в первинних гепатоцитах, стимульованих 

інсуліном, асоціюється з посиленням поглинання глюкози і синтеза глікогена. 

Блокування накопичення ФК, утвореної ФЛД, 1-бутанолом запобігає стимулювання 

метаболізму глюкози інсуліном в клітинах печінки, тоді як перетворення ФК в 

інший сигнальний медіатор, ДАГ, пропранололом скасовує стимулюючий ефект 

інсуліна на активність ФЛД і поглинання глюкози гепатоцитами. Крім того, той 

факт, що індукована інсуліном активація сигнального шляху ФЛД/ФК блокується 

специфічними інгібіторами ФІ3-кінази доводить те, що ФЛД активується інсуліном 

в сигнальному каскаді після ФІ3-кінази. Зміни в інсулін-стимульованій активності 

ФЛД індуковані АП7Гл/ЛЮ7Гл дозволяють припустити, що ФЛД активується в 

сигнальному каскаді після Akt/ПКВ. Регуляція ФЛД і метаболізму глюкози 

інсуліном в первинних гепатоцитах є чутливою до антагоніста ФІ3-кіназа/Akt/ПКВ-

сигнальних шляхів, цераміда. Активація ФЛД, також як і метаболізм глюкози, в 

стимульованих інсуліном клітинах може бути значно скорочена за допомогою 

екзогенного С6-цераміду. Беручи до уваги той факт, що церамід, також як 1-бутанол 

і пропранолол, може діяти не тільки на сигнальний шлях ФЛД/ФК, але також і на 

інших учасників сигнальних шляхів інсуліна, використання специфічного інгібітора 

ФЛД галопеміда прояснює роль ФЛД в регуляції метаболізму глюкози інсуліном. 

Галопемід пригнічує активність ФЛД і значно редукує стимуляцію поглинання 

глюкози і синтез глікогена інсуліном в гепатоцитах. Таким чином, очевидно, що 

ФЛД грає важливу роль в сигналінгу інсуліна. ФЛД, що активується після ФІ3-

кінази/Akt/ПКВ, є дуже чутливою до вмісту цераміду в первинних гепатоцитах. 
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Модуляція активності ФЛД в клітинах за допомогою специфічних інгібіторів може 

бути зручним інструментом для зміни чутливості гепатоцитів до дії інсуліна. 

 

3. 1. 2 Фосфатидилінозіт-3-кіназо- і фосфоліпазо Д-залежна сигналізація 

інсуліна в мозку 

ФЛД є важливим учасником різних сигнальних шляхів і бере участь в 

зростанні і розвитку клітин мозку. Активація ФЛД є необхідною умовою 

проліферації астроглії, процесів синапто- і мієлогенеза в мозку при формуванні 

аксонів [71, 72], а також процесів ендоцитозу рецепторів і екзоцитозу 

нейротрансмітерів [63-65]. Крім того, при активації ФЛД утворюється вільний 

холін, необхідний для синтеза ацетилхоліну [239]. Мітогенні фактори, 

нейротрансмітери, фактори росту і гормони активують ФЛД в нейронах і 

астроцитах. Однак, існують лише поодинокі дані про активацію ФЛД в мозку у 

відповідь на дію інсуліна [15]. Крім того, функціональне значення індукованої 

інсуліном активності ФЛД в мозку залишається невивченим. 

Дія інсуліна на периферичні тканини-мішені полягає в стимуляції поглинання, 

окислення і запасання глюкози. В ЦНС інсулін модулює зростання нейронів і 

гліальних клітин, їх виживання, диференціювання, міграцію, експресію генів, синтез 

білка, складання цитоскелета і формування синапсів [127, 240]. Поглинання і 

утилізація глюкози в мозку опосередковується транспортними білками ГЛЮТ, 

експресія та функціонування яких регулюється інсуліном. ГЛЮТ4, поряд з 

рецепторами інсуліна, широко експресуються в структурах мозку [240] і беруть 

участь в регуляції процесів енергетичного метаболізму, необхідних для процесів 

пам'яті і навчання. Швидкість метаболізму глюкози зростає при сенсорній, моторній 

і когнітивній стимуляції мозку, глюкоза необхідна для збереження гомеостазу 

нейротрансмітерів під час синаптичної активності клітин [150, 241]. Показано, що 

порушення утилізації глюкози в мозку, пов'язане з інсулінорезистентністю мозку, 

опосередковується порушенням трафіку ГЛЮТ4 між цитозолем і плазматичною 

мембраною [242, 243]. 
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У периферійних тканинах-мішенях інсуліна, таких як м'язова і жирова 

тканини, ФЛД, стимульована інсуліном, є важливим учасником процесу 

транслокації транспортерів ГЛЮТ4 в плазматичну мембрану з їх 

внутрішньоклітинних депо [10, 12]. Показано, що в гепатоцитах ФЛД регулюється 

ФІ3-кіназою і Akt/ПКВ [197]. Пригнічення інсулін-залежної ФЛД за допомогою 

специфічних інгібіторів супроводжується пригніченням процесів метаболізму 

глюкози. Регуляція ФЛД і метаболізму глюкози інсуліном в гепатоцитах чутлива до 

відомого антагоніста сигнальних шляхів інсуліна цераміда. Так, активація інсуліном 

ФЛД, процесів поглинання глюкози і синтеза глікогена пригнічується екзогенним 

С6-церамідом і ендогенними церамідами, накопичення яких індукується 

фармакологічним препаратом доксорубіцином. Чутливість гепатоцитів 

відновлюється за допомогою різних специфічних інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназ, які знижують вміст церамідів в клітинах печінки. [150]. 

У даній роботі за допомогою специфічних інгібіторів ФІ3-кінази і ФЛД 

вивчали ФЛД-залежну регуляцію інсуліном метаболізму глюкози в неокортексі 

дорослих тварин. Встановлено, що активація інсуліном транспорту глюкози в мозку 

багато в чому визначена послідовною активацією ФІ3-кінази і ФЛД. Інсулін-

залежна регуляція ФЛД в мозку чутлива до дії ендогенного модулятора сигналінгу 

інсуліна – цераміду. Порушенню сигналінгу інсуліна, що викликане накопиченням 

цераміду в неокортексі, можна запобігти за допомогою пригнічення синтеза 

цераміду de novo.  

Інсулін стимулює активність ФЛД, поглинання глюкози і синтез глікогена в 

класичних тканинах-мішенях (м'язи, клітини печінки). Раніше, роботами нашої 

лабораторії було показано, що інсулін також індукує активацію ФЛД в неокортексі 

3-місячних щурів [167, 197]. Крім того, було встановлено, що інсулін стимулює 

поглинання глюкози в неокортексі молодих тварин [195]. Однак роль ФЛД в 

регуляції інсуліном метаболізму глюкози в неокортексі залишається не цілком 

ясною. У клітинах печінки ФЛД, яка індукується інсуліном, знаходиться під 

контролем ФІ3-кінази [197]. Даним дослідженням встановлено, що внесення 
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інгібіторів ФІ3-кінази, вортманіна або LY294002, до інкубаційного середовища 

тканини неокортексу скасовує стимулюючий ефект інсуліна на продукцію ФЛзой Д 

[
14

C]ФЕТ (Рис. 3.9), а також на поглинання [
3
H]глюкози (Рис. 3.10). 

 

Рис. 3.9 Вплив інгібіторів фосфатидилінозітол-3-кінази, вортманіна і 

LY294002, на активацію інсуліном фосфоліпази Д  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9% NaCl), 

p≤0,05  

 

Рис. 3.10 Вплив інгібіторів фосфатидилінозітол 3-кінази, вортманіна і 

LY294002, на активацію інсуліном поглинання глюкози  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p≤0,05  

Для того щоб з'ясувати чи впливає інгібування ФЛД на реалізацію сигнала 

інсуліна в процесі поглинання глюкози тканиною неокортексу на наступному етапі 

цього дослідження був використаний специфічний інгібітор ФЛД – галопемід. 

Встановлено, що внесення галопеміда в середовище інкубації неокортексу молодих 
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щурів, попередньо міченого 

14
С-пальмітиновою кислотою, запобігає накопиченню 

[
14

С]ФЕТ при стимулюванні нервової тканини інсуліном (Рис. 3.11).  

 

Рис. 3.11 Вплив галопеміда на активацію фосфоліпази Д інсуліном в 

неокортексі щурів 3-місячного віку  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p≤0,05  

Крім того, галопемід також редукує стимульоване інсуліном поглинання 

глюкози тканиною неокортексу (Рис. 3.12). 

 

Рис. 3.12 Вплив галопеміда на індукцію інсуліном поглинання глюкози в 

неокортексі 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p≤0,05 

 Церамід, з одного боку, є відомим інгібітором ФЛД, а з іншого – пригнічує 

цілий ряд ключових молекул сигнального каскаду інсуліна в периферичних 

тканинах. У даній роботі встановлено, що в неокортексі молодих щурів синтетичний 
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С6-церамід не впливає на базальний вміст активності ФЛД (Рис. 3.13), але запобігає 

стимульованню інсуліном активності ФЛД (Рис. 3.13) і поглинання глюкози (Рис. 

3.14).  

 

Рис. 3.13 Вплив екзогенного С6-цераміду і фумонізина В1 на активацію 

інсуліном ФЛД в неокортексі 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо в порівнянні з 0,9 % NaCl, p≤0,05  

 

Рис. 3.14 Вплив екзогенного С6-цераміду і фумонізина В1 на індукцію 

інсуліном поглинання глюкозы в неокортексі 3-місячних щурів.  

Примітка. * – статистично значимо у порівнянні з 0,9 % NaCl, p≤0,05. 

Інкубація тканини неокортексу щурів в присутності фумонізина В1 – 

специфічного інгібітору синтеза цераміду de novo – скасовує інгібуючу дію 

екзогенного С6-цераміду на агоніст-стимульовану активацію ФЛД (Рис. 3.13) і 

поглинання глюкози (Рис. 3.14).  
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На наступному етапі цієї роботи було вивчено вплив екзогенного С6-цераміду 

на вміст ендогенних церамідів. Встановлено, що С6-церамід посилює включення 

міченої 
14

С-пальмітинової кислоти в ендогенні цераміди неокортексу щурів, про що 

свідчить підвищення вмісту 
14

С-цераміду (Рис. 3.15). У той же час попередня 

інкубація тканини неокортексу в присутності інгібітора синтеза церамідів de novo – 

фумонізина В1 – запобігає індукції С6-церамідом накопичення мічених ендогенних 

церамідів (Рис.3.15). 

 

Рис. 3.15 Вплив екзогенного С6-цераміду і фумонізина В1 на вміст мічених 

церамідів в неокортексі 3-місячних щурів 

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем, p≤0,05  

Нещодавно було встановлено, що мозок є тканиною чутливої до інсуліна і 

сигнальний каскад гормону має структуру подібну до такої в периферичних 

тканинах [127, 240]. Центральною регуляторною ланкою сигнального каскаду 

інсуліна в периферичних тканинах (м'язовій, жировій та клітинах печінки) є         

ФІ3-кіназа. Активація інсуліном сигнального шляху ФІ3-кінази викликає 

транслокацію інсулін-чутливих транспортерів глюкози на клітинну поверхню і 

посилення поглинання глюкози клітинами. Раніше вважалося, що метаболізм 

глюкози в мозку є процесом, який не залежить від інсуліна [244]. Однак недавніми 

дослідженнями було встановлено, що нейрони гіпокампу, які експресують високий 

вміст рецепторів інсуліна [245], інсулін-чутливих транспортерів глюкози ГЛЮТ4 
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[246] і ФІ3-кінази [247], можуть бути чутливі до дії інсуліна. Крім того, інсулін 

викликає транслокацію ГЛЮТ4 в мембрани гіпокампальних нейронів за механізмом 

схожим з дією гормону на периферичні тканини-мішені [245]. У той же час 

показано, що в кортикальних астроцитах метаболізм глюкози може контролюватися 

як сигнальним шляхом, залежним від ФІ3-кінази/Akt/ПКВ [247], так і незалежно від 

Akt/ПКВ, через ПКС і ФЛД [248]. Для того, щоб з'ясувати чи опосередковує        

ФІ3-кіназа дію інсуліна на активацію ФЛД і метаболізм глюкози в неокортексі були 

використані специфічні інгібітори ФІ3-кінази – вортманін і LY294002. Встановлено, 

що інгібітори ФІ3-кінази пригнічують як стимульовану інсуліном активацію ФЛД, 

так і індуковане гормоном поглинання глюкози тканиною неокортексу 3-місячних 

щурів. Отримані дані свідчать про те, що активація ФЛД інсуліном і поглинання 

глюкози в нервовій тканині знаходяться під контролем ФІ3-кінази. 

Для того щоб з'ясувати внесок ФЛД в регуляцію метаболізму глюкози 

інсуліном в неокортексі, на наступному етапі роботи тканину мозку попередньо 

інкубували в присутності специфічного інгібітору ФЛД – галопеміда. Галопемід і 

його аналоги є інгібіторами ФЛД1/ФЛД2 [213] не токсичні для клітин і не 

впливають на ключові молекули інсулінового сигнального шляху (Akt/ПКВ і ERK) і 

не чинять впливу на внутрішньоклітинний розподіл ФЛД [13]. Дія інгібітора 

направлена безпосередньо на пригнічення каталітичної активності ФЛД. У 

літературі немає даних щодо впливу галопеміда на ФЛД мозку. У цьому 

дослідженні вперше було показано, що галопемід скасовує стимулюючу дію 

інсуліна на активність ФЛД і достовірно редукує поглинання [
3
H]глюкози в 

неокортексі 3-місячних щурів. 

Церамід є відомим інгібітором сигналінгу інсуліна в клітинах чутливих до дії 

гормону. Церамід шляхом дефосфорилювання, пригнічує активацію і транслокацию 

Akt/ПКВ в клітинну мембрану, тим самим пригнічуючи синтез глікогена в клітинах 

[221]. ФЛД є мішенню дії цераміду в клітинах [24, 213, 232, 249]. Церамід пригнічує 

активність ФЛД різними шляхами: пригнічуючи активність ПКС і мономерних       

G-білків [232], шляхом даунрегуляції транскрипції гена ФЛД [233] або 
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безпосередньо впливаючи на каталітичне ядро ферменту [24]. Коротколанцюгові 

екзогенні С2 і С6-цераміди пригнічують мітогенні ефекти ФЛД в фібробластах 

[251]. У попередніх роботах нашої лабораторії було встановлено, що внесення в 

середовище інкубації гепатоцитів екзогенного С6-цераміду, вибірково знижує 

активність і експресію ФЛД1 [174], редукує базальну і стимульовану інсуліном 

активність ФЛД і метаболізм глюкози в клітинах печінки [199, 200]. Показано, що в 

клітинах коротколанцюгові екзогенні цераміди можуть піддаватися гідролізу до 

сфінгозина і включатися в синтез довголанцюгових церамідів, тим самим 

викликаючи підвищення рівня ендогенних довголанцюгових церамідів [249]. 

Внесення в середовище інкубації тканини неокортексу молодих щурів синтетичного 

С6-цераміду викликало підвищення вмісту мічених 
14

С-пальмітинової кислотою 

ендогенних церамідів. Крім того, збільшення рівня ендогенних церамідів 

супроводжувалося пригніченням інсулін-залежної ФЛД і поглинання глюкози в 

нервовій тканині [250]. У той же час запобігання накопиченню ендогенних 

церамідів за допомогою специфічного інгібітору синтеза cфінголіпідів, фумонізина 

В1, скасовувало інгібуючу дію С6-цераміду на активацію інсуліном ФЛД і 

поглинання глюкози. Таким чином, внесення в середовище інкубації тканини 

неокортексу щурів екзогенних церамідов призводить до індукції накопичення 

довголанцюгових ендогенних церамідів, які, ймовірно, опосередковують дію 

синтетичних сфінголіпідів на ФЛД-залежну ланка сигнального каскаду інсуліна. 

У даній роботі встановлено, що в неокортексі щурів індукований інсуліном 

метаболізм глюкози залежить від регуляції активності ФЛД. Активація ФЛД 

інсуліном асоційована з посиленням поглинання глюкози нервовою тканиною. Крім 

того, індукована інсуліном активація ФЛД-залежного сигнального шляху може 

блокуватися специфічними інгібіторами ФІ3-кінази, що свідчить про те, що ФЛД в 

сигнальному каскаді інсуліна в неокортексі знаходиться після ФІ3-кінази. 

Пригнічення активації інсуліном ФЛД і поглинання глюкози за допомогою 

специфічного інгібітора галопеміда доводить участь ФЛД в процесі регуляції 

інсуліном метаболізму глюкози в неокортексі щурів. Крім того, ФЛД-залежний 
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сигнальний шлях інсуліна і метаболізм глюкози в неокортексу чутливі до зміни 

вмісту цераміду, антагоніста сигнальних шляхів гормону. Модуляція активності 

ФЛД за допомогою впливу на внутрішньоклітинний вміст церамідів є новою 

мішенню в подоланні порушення чутливості нервової тканини до дії гормонального 

стимулу. 

 

3. 2 Моделювання вікових змін регулювання інсуліном фосфоліпази Д в 

клітинах- і тканинах мішенях 

3. 2. 1 Вікові та експериментально індуковані зміни активації 

фосфоліпази Д інсуліном 

Cтаріння є фактором ризику виникнення порушень, пов'язаних з проведенням 

фізіологічних сигналів гормонів, факторів росту, нейротрансмітерів і інших 

біологічно активних речовин [249, 251]. У старості відбувається порушення 

передавання сигнала інсуліна в клітину, причому ці процеси стосуються різних 

учасників каскаду гормону [252, 253], таких як IRS білки, Akt/ПКВ, ФІ3-кіназа. У 

той же час існують поодинокі дані, що стосуються зниження активації інсуліном 

ФЛД в старості [15]. З огляду на те, що ФЛД відіграє важливу роль в проведенні та 

реалізації сигнала інсуліна, а також той факт, що практично немає даних щодо 

вікових змін інсулін-залежної активації ферменту в досліджуваних тканинах-

мішенях, наступним етапом нашої роботи стало вивчення активації ФЛД-залежного 

інсулінового сигнала в досліджуваних тканинах-мішенях гормону в старості. З цією 

метою були обрані класичні тканини – печінка і м'язова (діафрагма), а також 

некласична тканина-мішень – неокортексі, яка раніше вважалася нечутливою до дії 

інсуліна.  

У попередньому розділі (див. розділ 3.1) було показано, що в класичних 

(тканині печінки і м'язовій тканині) і некласичній тканині (неокортексі) 3-місячних 

щурів інсулін індукує активацію ФХ-специфічної ФЛД. 
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Встановлено, що в клітинах печінки старих 24-місячних щурів при 

короткостроковій стимуляції клітин інсуліном відбувається зміна вмісту ФЕТ і ФХ 

відмінне від молодих 3-місячних тварин (Рис. 3.16). Відзначено статистично 

значуще зниження вмісту ФЕТ на 5ій хвилині інкубації з інсуліном. Після 30 хв 

впливу гормону вміст ФЕТ не змінився до статистично значущих значень. Також не 

виявлено статистично значущих змін у вмісті субстрату ФЛД – ФХ – ні в один з 

вивчених проміжків часу впливу гормону. 

  

Рис. 3.16 Вплив інсуліна на активацію фосфоліпази Д в клітинах печінки         

3-місячних (А) і 24-місячних (Б) щурів  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна (0,9 % 

NaCl), р≤0,05  

Наступною мішенню дії інсуліна, в якій була вивчена інсулін-залежна 

активація ФЛД, є діафрагма. Встановлено, що в діафрагмі 24-місячних щурів, 

проінкубованої в присутності гормону протягом 5 хв, вміст ФЕТ складав 

102,3±4,25 % порівняно з контролем до інсуліна (0,9 % NaCl) (Рис. 3.17).  

Після 30 хв інкубації з інсуліном вміст продукту реакції ФЕТ збільшився до 

116,1±8,1 %. У той же час, вміст субстрату ФЛД – ФХ – після 5 хв інкубації складав 

103,4±8,07 % порівняно з контролем до інсуліна, і 86,8±7,8 % після 30 хв інкубації, 

відповідно (Рис. 3.17). Зазначені зміни не є статистично значущими. 
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Рис. 3.17 Вплив інсуліна на активацію фосфоліпази Д в тканині діафрагми      

3-місячних (А) і 24-місячних (Б) щурів  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), р≤0,05  

Недавніми дослідженнями показано, що інсулін, індукує активацію ФЛД не 

тільки в класичних тканинах-мішенях, таких як м'язова тканина і печінка [11, 14, 69, 

80, 81], але також і в, здавалося б, такий нетиповій тканині для дії інсуліна, як 

нервова тканина [15]. Роботами Salvador і співавторів раніше було встановлено, що 

в синаптосомах кори головного мозку 4-місячних щурів інсулін активує ФЛД [15]. 

Існують дані про те, що нормальне функціонування клітин мозку, особливо 

нейронів, залежить від активності ФЛД під час формування синапсів, екзоцитозу 

нейротрансмітерів і ендоцитозу їх рецепторів [29].  

Наступним етапом було вивчення активації ФЛД в неокортексі 24-місячних 

щурів. Встановлено, що інкубація тканині неокортексу старих тварин в присутності 

інсуліна протягом 5 і 30 хв не супроводжується статистично значущими змінами у 

вмісті продукту – ФЕТ і субстрату – ФХ (Рис. 3.18). Інсулін не чинить 

стимулюючого впливу на активацію ФЛД в тканині неокортексу 24-місячних 

тварин. 
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Рис. 3.18 Вплив інсуліна на активацію фосфоліпази Д у тканині неокортексу   

3-місячних (А) і 24-місячних (Б) щурів  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), р≤0,05  

Вікові особливості регуляції інсуліном активності ФЛД в неокортексі подібні 

до тих змін, які виявлені в класичній мішені дії гормону – м'язовій тканині [254, 

254]. Наші результати також узгоджуються з даними досліджень Salvadore і 

співавторів, проведених на синаптосомах кори головного мозку щурів 4- і 28-

місячного віку [15]. Ці дослідники за допомогою міченого [
14

С]ФХ показали, що 

внесення інсуліна в середовище інкубації синаптосом кори головного мозку щурів 

сприяє утворенню [
14

С]ФЕТ у 4-місячних тварин, що свідчить про активацію ФЛД у 

молодих тварин. У той час як подібний ефект відсутній в синаптосомах старих 28-

місячних тварин [15]. 

Таким чином, отримані у даній роботі результати свідчать про те, що в 

старості відбувається порушення активації ФЛД-залежної ланки сигнального 

каскаду інсуліна в клітинах печінки, м'язовій тканині (діафрагмі) і тканині 

неокортексу. 

На наступному етапі цієї роботи з метою моделювання стану тканин-мішеней 

дії інсуліна за ліпідним складом близьке до старих тканин і визначення зміни в 

ФЛД-залежному сигналінгу інсуліна, вивчали вплив високожирової дієти на вміст 

гліцеросфінголіпідів і активацію інсуліном ФЛД. 
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ФЛД є важливим учасником процесів транспорту і метаболізму глюкози в 

тканинах-мішенях дії інсуліна [90, 202], а також бере участь в стимульованому 

гормоном формуванні ліпідних крапель в клітинах [256, 257]. Ліпідні краплі 

складаються з ядра, що містить нейтральні ліпіди, оточеного пов'язаними з білками 

фосфоліпідами [258, 259]. Надмірне накопичення триацилгліцеролів (ТАГ) в 

ліпідних краплях в клітинах печінки і м'язової тканини пов'язують з метаболічними 

захворюваннями, такими як інсулінорезистентність і діабет 2 типу [260, 261]. Крім 

того, численними дослідженнями останніх років показано, що порушення 

передавання сигнала інсуліна з віком і подальший розвиток інсулінорезистентності, 

що відбувається в умовах порушення метаболізму ліпідів, пов'язане також з 

накопиченням токсичних продуктів обміну ліпідів, таких як вільні жирні кіслоти 

(ЖК), церамід і діацилгліцерол (ДАГ) [177]. Показано, що довголанцюгові насичені 

вільні ЖК індукують синтез de novo і накопичення цераміду і ДАГ в м'язовій 

тканині і печінці щурів, хворих на діабет [167]. Крім того, дослідженнями, 

проведеними раніше, було показано підвищення вмісту ДАГ [22] і церамідів [21] в 

клітинах печінки, а також мозку щурів [20] в старості. Ці біологічно активні ліпіди 

можуть пригнічувати цілий ряд молекул, що беруть участь у передаванні сигнала 

інсуліна в клітинах, в тому числі і ФЛД. 

Тому, беручи до уваги важливу роль зміни складу і співвідношення ліпідів при 

розвитку різних патологій і в процесі старіння, а також те, що подібні зміни 

супроводжуються порушенням активації центральних компонентів сигнального 

шляху інсуліна, актуальним є вивчення експериментально індукованих змін 

ліпідного складу клітин- і тканин-мішеней дії інсуліна і впливу модельних змін 

ліпідного складу на активацію ФЛД під дією гормону. Наступним етапом цього 

дослідження стало вивчення впливу високожирової дієти на вміст гліцеро- і 

сфінголіпідів та інсулін-залежну активацію ФЛД в клітинах печінки, діафрагми, і 

неокортексі молодих статевозрілих 3-місячних щурів лінії Вістар (Рис. 3.19). 

 На даному етапі дослідницької роботи було встановлено, що високий вміст 

насичених ЖК в раціоні молодих щурів призвів до підвищення в клітинах печінки 
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молодих тварин вмісту [

14
C]ДАГ на 25 %, [

14
C]ТАГ на 11 %, [

14
C]ВЖК на 24 % і 

[
14

C]цераміду на 35 %. Крім того, в печінці спостерігається зниження вмісту 

міченого [
14

C]СФМ на 20 %. (Рис. 3.19).  

 

Рис. 3.19 Вміст нейтральних ліпідів (диацилгліцерола, триацилгліцеролів, 

вільних жирних кислот) і сфінголіпідів (сфінгомієліна і цераміду) в печінці              

3-місячних щурів в умовах дієти з високим вмістом насичених жирних кислот  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з 3-місячними щурами, яких 

утримували на стандартному раціоні, р <0,05  

 

Рис. 3.20 Вплив інсуліна на активацію фосфоліпази Д в печінці 3-місячних 

щурів, яких утримували на дієті з високим вмістом насичених жирних кислот  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна, р<0,05  

Підвищення вмісту зазначених ліпідів в клітинах печінки молодих тварин в 

умовах високожирової дієти супроводжується порушенням активації інсуліном 
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ФЛД у відповідь на короткочасний вплив інсуліна (Рис. 3.20). Це проявляється у 

відсутності підвищення вмісту міченого ФЕТ в печінці тварин (Рис. 3.20), 

утримувалися на високожирової дієті. 

В умовах висококалорійного раціону, печінку та інші тканині запасають 

надлишок енергії у вигляді ТАГ. Запасання надлишку енергетичних субстратів в 

такій формі захищає клітини від накопичення цитотоксичних ЖК, таких як 

пальмітинова кислота. У той же час, інсулінорезистентність печінки асоційована з 

надлишковим накопиченням ТАГ і метаболітів ЖК (жирнокислотних ацил-CoA, 

ДАГ, цераміду). 

Короткочасний захист, який досягається шляхом депонування ЖК, може 

призводити до довгострокових ускладнень з подальшим розвитком 

інсулінорезистентності, яка призводить до діабету 2 типу та порушення функцій 

печінки [261, 262, 263]. Припускають, що інсуліноразістентность може виникати в 

результаті ослаблення фосфорилювання тирозину рецептора інсуліна і порушення 

фосфорилювання залишків серину IRS-1, а також учасників сигнального шляху 

інсуліна, що діють нижче. Так, ДАГ є активатором ПКС, яка може фосфорилювати 

IRS-1 по залишку серину 307, тим самим пригнічуючи її і знижуючи активацію 

наступного ефектора – ФІ3-кінази [264, 265]. Також, дієта з високим вмістом 

насичених ЖК викликає посилення експресії процерамідних генів, перекисного 

окиснення [266], індукує системний запальний процес [267]. Підвищення продукції 

TNF-α макрофагами супроводжується активацією NF-κB в гепатоцитах, 

підвищенням вмісту церамідів, посиленням СФМазной активності [265, 268] і 

периферичною інсулінорезистентністю і інсулінорезистентністю печінки [269, 270]. 

Показано, що інгібування синтеза сфінголіпідів в умовах великого вмісту насичених 

ЖК в дієті скасовує індуковану церамідами інсулінорезистентність [271, 272]. 

Особливий інтерес представляє церамід, який є інгібітором важливого учасника 

сигнального шляху інсуліна – ФЛД [182]. В умовах даної дослідницької роботи на 

тлі підвищення вмісту міченого цераміду відбувається порушення активації ФЛД 

інсуліном, що може бути обумовлено пригніченням ферменту церамідом.  
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На наступному етапі дослідження було вивчено вплив дієти на ліпідний 

спектр тканин і індуковану інсуліном активацію ФЛД в інший класичної мішені 

інсуліна – діафрагмі.  

Встановлено, що дієта з високим вмістом насичених жирних кислот підсилює 

в тканині діафрагми молодих 3-місячних щурів утворення мічених 

[
14

C]пальмітиновою кислотою ліпідів. Це проявляється підвищенням вмісту 

[
14

C]ДАГ на 34 %, [
14

C]ТАГ на 210 %, [
14

C]ВЖК на 123 % і [
14

C]цераміду на 41 %, а 

також зниження [
14

C]СФМ на 18 % (Рис. 3.21). 

 

Рис. 3.21 Вміст нейтральних ліпідів (диацилгліцерола, триацилгліцеролів, 

вільних жирних кислот) і сфінголіпідів (сфінгомієліна і цераміда) в діафрагмі 3-

місячних щурів в умовах дієти з високим вмістом насичених жирних кислот  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з 3-місячними щурами, яких 

утримували на стандартному раціоні, р <0,05  

Крім того, дані зміни ліпідного складу тканини діафрагми супроводжуються 

відсутністю утворення [
14

C]ФЕТ під дією інсулін-стимульованої ФЛД у вивчені 

проміжки часу (Рис. 3.22). 
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Рис. 3.22 Вплив інсуліна на активацію фосфоліпази Д в діафрагмі 3-місячних 

щурів, яких утримували на дієті з високим вмістом насичених жирних кислот  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна, р <0,05  

Показано, що пальмітинова кислота є основною насиченою кислотою 

яловичого жиру [190] і попередником синтеза як гліцероліпідів, так і сфінголіпідів 

de novo. Жирні кислоти активуються в результаті взаємодії з коферментом-А і 

подальшим утворенням ацил-СоА. Два ацил-СоА взаємодіють з гліцерин-3-

фосфатом, в результаті утворюється ФК, яка є попередником ДАГ, ТАГ і 

фосфоліпідів. Синтез сфінголіпідів здійснюється з активованої пальмітинової 

кислоти – пальмітоїл-СоА і серину з подальшим утворенням 3-кетосфінганіна, 

сфінганіна, сфінгозина і цераміду. Метаболічні шляхи синтеза сфінголіпідів, 

гліцерофосфоліпідів і ТАГ пов'язані між собою через СФМ-синтазу яка, з цераміду і 

ФХ, утворює СФМ і ДАГ. Як було розглянуто раніше, підвищення вмісту ТАГ в 

нежирових тканинах на фоні підвищення вмісту вільних ЖК може бути пов'язано з 

посиленням включення вільних ЖК в ТАГ і захистом клітин від ліпотоксічного 

впливу ЖК [49]. Зниження вмісту міченого СФМ може бути пов'язано з активацією 

СФМаз [268]. 

Групою дослідників Malaisse на щурах лінії Гото-Какізакі, що володіють 

генетичною схильністю до розвитку діабету, було показано, що в мозку цих тварин 

вміст нейтральних ліпідів в 7-8 разів вище, ніж у нормальних щурів [272]. Роботами 
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de la Monte [167, 172] показано, що в умовах висококалорійної дієти у щурів 

відбувається розвиток інсулінорезистентності печінки та периферичної 

інсулінорезистентності. Розвиток резистентності супроводжується посиленням 

експресії генів синтеза церамідів в печінці, підвищенням СФМазной активності, що 

проявляється в зниженні рівня СФМ, перекисному окисленню ліпідів, а також 

збільшенням вмісту церамідів в сироватці крові. Крім того, ці ж дослідники 

припускають, що цераміди, синтезовані в печінці, можуть викликати 

інсулінорезистентність мозку і розвиток нейродегенеративних змін при діабеті 2 

типу [273].  

Встановлено, що в діафрагмі і печінці 3-місячних щурів, яких утримували на 

дієті з високим вмістом насичених ЖК на тлі підвищення вмісту ТАГ, ДАГ, ВЖК і 

цераміду не відбувається накопичення [
14

С]ФЕТ, специфічного маркера активації 

ФЛД під дією інсуліна, і не зазначено зниження вмісту субстрату ФЛД – [
14

С]ФХ. 

Що може свідчити про порушення передачі сигнала інсуліна в умовах 

високожирової дієти. З огляду на те, що периферична інсулінорезистентність і 

інсулінорезистентність печінки корелює з інсулінорезистентністю мозку [167, 172, 

273], наступним етапом дослідження стало вивчення змін ліпідного спектра тканини 

неокортексу в умовах високожирового раціону, а також вивчення відповіді тканини 

мозку на короткочасний вплив інсуліна. 

У неокортексі молодих тварин, яких утримували на дієті з високим вмістом 

насичених жирів, інсулін не викликав статистично значущих змін у вмісті [
14

С]ФЕТ 

при короткочасній стимуляції інсуліном тканині неокортексу (Рис. 3.23). 

Це свідчить про порушення активації інсуліном ФЛД і отримані дані 

узгоджуються з підвищенням в тканині неокортексі вмісту ТАГ – на 47,3 %, ДАГ – 

на 30,6 %, ВЖК – на 49 % і цераміда – на 30 %, відповідно (Рис. 3.24). 
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Рис. 3.23 Активація фосфоліпази Д інсуліном в неокортексі 3-місячних щурів 

в умовах дієти з високим вмістом насичених жирних кислот  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з 3-місячними щурами, яких 

утримували на стандартному раціоні, р <0,05  

 

Рис. 3.24 Вміст нейтральних ліпідів та сфінголіпідів в неокортексі 3-місячних 

щурів, яких утримували на нормальному раціоні і дієті з високим вмістом насичених 

жирних кислот, % від контролю до інсуліна (0,9 % NaCl)  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

р<0,05  

Таким чином, на даному етапі дослідження встановлено, що в класичних і 

некласичних тканинах-мішенях дії інсуліна таких як, діафрагма, печінка і 

неокортекс 3-місячних щурів дієта з високим вмістом насичених ЖК індукує синтез 
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вільних ЖК і їх похідних ДАГ, ТАГ і цераміду [274]. Подібні зміни можуть бути 

пов'язані з надмірним надходженням насичених ЖК в організм і індукцією їх 

утилізації шляхом утворення гліцеро- і сфінголіпідів. Крім того, на тлі підвищення 

утворення досліджених ліпідів у молодих щурів відзначається відсутність активації 

ФЛД під дією інсуліна в умовах високожирової дієти, про що свідчить відсутність 

накопичення специфічного маркера активації ФЛД – ФЕТ при стимуляції інсуліном. 

 

3. 2. 2 Вплив екзогенних пальмітинової кислоти і С2-цераміда на 

накопичення цераміда і інсулін-залежну активацію фосфоліпази Д в клітинах- і 

тканинах-мішенях 

Вікове підвищення продукції і накопичення цераміду може бути змодельоване 

в різних типах клітин за допомогою збільшення вмісту в середовищі інкубації 

попередника сфінголіпідів – пальмітинової кислоти. Так, внесення підвищеної 

концентрації насичених ЖК в дієту мишей статистично значимо збільшує вміст 

цераміду в печінці і камбаловидному м'язі, тоді як міріоцин, інгібітор активності 

СПТ1, введений тваринам в формі ін'єкцій, блокує продукцію цераміду в тканинах 

[275, 276]. Додавання пальмітинової кислоти в середовище інкубації гепатоцитів 

індукує значне накопичення цераміду в клітинах [277, 278]. Індукованому 

пальмітиновою кислотою накопиченню цераміду в клітинах печінки і астроцитах 

запобігає попереднє культивування клітин в присутності інгібіторів СПТ1               

(L-циклосерина) або церамідсинтази (фумонізина В1), відповідно, але не інгібітору 

кислої СФМази [279]. 

Відомо, що насичені ЖК відіграють важливу роль у розвитку патологій, які 

супроводжують процесу старіння, таких як діабет 2 типу, ішемічна хвороба серця, 

нейродегенеративні патології [280-284]. Підвищена концентрація пальмітинової 

кислоти є токсичною для мітохондрій і ендоплазматичного ретикулуму і може 

індукувати апоптоз без участі активних форм кисню [283]. Це було показано на 

морфо-функціонально різних типах клітин, включаючи кардіоміоцити [280, 281], β-

клітини підшлункової залози [282], гематопоетичні клітини [283] і астроцити [285]. 
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Відносно невеликі коливання концентрації пальмітинової кислоти призводять до 

драматичних наслідків. Наприклад, інкубація лінії клітин BRIN-BD11 в присутності 

зростаючих концентрацій пальмітата (0.1-0.5 мМ) призводить до дозозалежного 

зниження життєздатності клітин [282]. Також показано, що метаболіти 

пальмітинової кислоти, що утворюються циклооксигеназою, ліпоксигеназою і 

цитохромом P450 беруть участь в індукції апоптозу клітин [283].  

Пальмітинова кислота в чистому вигляді є безпосереднім попередніком 

синтеза цераміду. Показано, що ця ЖК залучена в синтез гліцерофосфоліпідів тільки 

в умовах її поєднаної дії з іншими насиченими або мононенасиченими ЖК 

(наприклад, олеїновою і пальмітолеїновою), якщо ж в середовищі інкубації клітин 

присутня тільки пальмітинова кислота, то перевага віддається її включенню в 

ендогенні цераміди [284, 285]. Інша речовина, що є зручним інструментом при 

моделюванні підвищеного вмісту ендогенних церамідів, це С2-церамід. Він є 

речовиною, що легко проникає всередину клітин та викликає підвищення вмісту 

ендогенних церамідів і використовується для моделювання стану резистентності і 

прискореного старіння клітин [286-293].  

Важливим є те, що при старінні, а також в умовах дієти з високим вмістом 

насичених ЖК, а саме пальмітинової кислоти, відбувається зміна ліпідного спектра 

клітин і тканин-мішеней дії інсуліна [20]. Зокрема, відбувається підвищення вмісту 

вільних ЖК, ДАГ і цераміду, які призводять до резистентності клітин до дії 

гормону. Це супроводжується порушенням утворення ФЕТ (специфічного маркера 

активації ФЛД) при короткотерміновій стимуляції клітин інсуліном. Оскільки 

церамід в даний час визнаний основним «винуватцем» розвитку 

інсулінорезистентності клітин, крім того, він може викликати прискорене старіння 

клітин [162] і є інгібітором ключових молекул сигнального шляху інсуліна 

(Akt/ПКВ, ФІ3-кінази), а також з огляду на дані попереднього етапу дослідження, 

наступним етапом цієї роботи стало моделювання резистентності ФЛД до дії 

інсуліна за допомогою зміни ліпідного спектра клітин в умовах in vitro за 
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допомогою екзогенних попередників синтеза гліцеросфінголіпідів – пальмітинової 

кислоти і С2-цераміду. 

Встановлено, що інкубація шматочків тканини діафрагми за наявності 

екзогенної пальмітинової кислоти призвела до підвищення вмісту [
14

С]ДАГ на 

118 %, [
14

С]ТАГ – на 32 %, [
14

С]цераміду – на 77 % і зниження вмісту [
14

С]СФМ на 

16 % (Рис. 3.2.10), порівнянно з контрольними зразками.  

У той же час встановлено, що інкубація шматочків тканини діафрагми             

3-місячних інтактних щурів з екзогенним С2-церамідом викликала підвищення 

вмісту [
14

С]ДАГ на 36 % і [
14

С]цераміду – на 74 % і зниження вмісту [
14

С]CФМ 

(Рис. 3.25) на 34 %, в порівнянні з контролем. 

 

Рис. 3.25 Вміст нейтральних ліпідів і сфінголіпідів в діафрагмі 3-місячних 

щурів в умовах інкубації діафрагми інтактних молодих тварин з пальмітиновою 

кислотою і С2-церамідом  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю (етанол: додекан), р <0,05  

Синтез цераміду de novo починається з реакції конденсації пальмітоїл-СоА і 

серину, в результаті чого утворюється 3-кетосфінганін, який за допомогою 

декількох послідовних реакцій перетворюється в церамід. На культурі фібробластів 

показано, що коротколанцюгові екзогенні С2-, С6-цераміди збільшують в клітинах 

вміст знову синтезованих церамідів за допомогою активації ключового ферменту 

синтеза цераміду – СПТ [287, 289]. Однак, збільшення вмісту міченого цераміду в 

тканині діафрагми, яку інкубували в присутності коротколанцюгового С2-цераміду і 
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пальмітинової кислоти супроводжується зниженням вмісту міченого СФМ. Відомо, 

що церамід крім шляху синтеза de novo може утворюватися шляхом гідролізу СФМ 

сфінгомієліназами. Можна припустити, що в даних умовах експерименту зниження 

вмісту СФМ на тлі підвищення вмісту цераміду може бути пов'язано з активацією 

СФМаз. Надлишковий вміст ендогенних церамідів в клітинах-мішенях інсуліна 

може призводити до порушення чутливості клітин до дії гормонального стимулу, 

крім того церамід є інгібітором ФЛД. 

На наступному етапі дослідження було встановлено, що при дії інсуліна на 

тканину діафрагми, яку попередньо інкубували в присутності пальмітинової кислоти 

відбувается зниження вмісту [
14

С]ФХ на 25 %, однак, підвищення вмісту [
14

С]ФЕТ в 

цих умовах експерименту не спостерігалося (Рис. 3.26).  

 

Рис. 3.26 Вплив С2-цераміду і пальмітинової кислоти на індуковані 

короткочасною дією інсуліна зміни вмісту [
14

С]ФЕТ і [
14

С]ФХ в тканині діафрагми 

3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо в порівнянні з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), p≤0,05  

 

Показано, що додавання екзогенного цераміду в культуральне середовище 

клітин, мічених [
14

C]ацетатом або [
14

C]пальмітат або [
3
H]Н2О, істотно знижує вміст 

знову синтезованого [
14

С]ФХ [287]. Можна припустити, що в даних умовах 
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експерименту відбувалося пригнічення синтеза ФХ церамідом, вміст якого 

збільшувався в діафрагмі в умовах попередньої інкубації з пальмітиновою 

кислотою. Крім того, в тканині діафрагми, після впливу на неї екзогенного             

С2-цераміду, інсулін не викликає підвищення вмісту [
14

С]ФЕТ і зниження рівня 

[
14

С]ФХ, що свідчить про пригнічення активності ФЛД.  

Індукція церамідом резистентності клітин до дії інсуліна характерна для 

класичних тканин-мішеней дії гормону, а саме, для скелетних м'язів, жирової 

тканини і печінки [154]. Збільшення під дією насичених жирних кислот харчового 

раціону продукції ендогенного цераміду є однією з причин виникнення 

резистентності клітин до дії інсуліна і розвитку діабету 2 типу [268, 272]. 

Встановлено, що церамід може блокувати сигналінг інсуліна в чутливих до дії 

гормону клітинах, пригнічуючи Akt/ПКB шляхом індукції дефосфорилювання 

протеїнкінази і блокуючи її транслокацію в плазматичну мембрану, таким чином, 

пригнічуючи синтез глікогена. У той же час важливою мішенню цераміду в клітинах 

є ФЛД, яка є позитивним модулятором транспорту глюкози в стимульованих під 

дією інсуліна клітинах [202, 288]. Раніше проведені дослідження показали, що 

церамід є інгібітором ФЛД [182, 289]. Встановлено, що при старінні фібробластів в 

культурі відбувається накопичення церамідів і зниження активності ФЛД [182]. 

Автори приходять до висновку, що накопичення церамідів в старих клітинах є 

важливою причиною пригнічення ФЛД. 

Моделювання стану порушення чутливості до дії гормональногостимулу 

клітин печінки при культивуванні гепатоцитів молодих щурів в присутності 

підвищеної концентрації пальмітинової кислоти або екзогенного С2-цераміду 

показало, що інкубація гепатоцитів 3-місячних щурів в присутності С2-цераміду або 

пальмітинової кислоти призводить до підвищення вмісту в клітинах печінки 

ендогенних церамідів (Рис. 3.27). Слід зазначити, що вміст цераміду в клітинах, які 

інкубували в присутності пальмітинової кислоти і С2-цераміду, практично 

однаковий. 
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Рис. 3.27 Вміст нейтральних ліпідів і сфінголіпідів в клітинах печінки 3-

місячних щурів в умовах інкубації з пальмітиновою кислотою і С2-церамідом  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю (етанол: додекан, 49: 1 за 

об'ємом), p≤0,05  

Екзогенні пальмітинова кислота і C2-церамід пригнічують індукцію інсуліном 

утворення [
14

С]ФЕТ (Рис. 3.28), що свідчить про пригнічення стимуляції гормоном 

ФЛД в даних умовах експерименту.  

 

Рис. 3.28. Вплив С2-цераміду і пальмітинової кислоти на індуковані 

короткотривалою дією інсуліна зміни активації фосфоліпази Д в клітинах печінки   

3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо по відношенню до контролю до інсуліна 

(0,9 % NaCl), p≤0,05  
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У старості відбувається збільшення в клітинах печінки як попередників 

синтеза сфінголіпідів – вільних ЖК, так і церамідів. Різко знижується здатність 

ізольованих гепатоцитів старих тварин адекватно відповідати на дію інсуліна в 

порівнянні з клітинами молодих щурів. В гепатоцитах старих тварин інсулін 

практично не впливає на ФЛД-залежну ланку сигналінгу гормону на тлі значного 

накопичення ендогенного інгібітору ферменту – цераміду. Підвищення в клітинах 

рівня ендогенних церамідів в присутності С2-цераміду може відбуватися в 

результаті активації процесу деацилювання–реацилювання [287, 290, 291]. У той же 

час на культурі фібробластів встановлено, що як С2-церамід, так і С6-церамід 

збільшують в клітинах вміст знову синтезованих церамідів за допомогою активації 

ключового ферменту синтеза сфінголіпідів – СПТ [287]. 

Отримані дані свідчать про розвиток резистентності гепатоцитів молодих 

щурів до дії інсуліна в умовах внесення в середовище інкубації клітин печінки 

екзогенних пальмітинової кислоти і С2-цераміду. 

Для з'ясування ролі церамідів в віковому порушення активації інсуліном ФЛД 

в неокортексі щурів в даній роботі вивчали зміни утворення ФЕТ – продукту 

специфічної реакції, яка каталізується ФЛД – в неокортексі 3-місячних щурів в 

умовах підвищеного під дією пальмітинової кислоти або С2-цераміду вмісту 

ендогенних церамідів (Рис. 3.29). 

 

Рис. 3.29 Вміст нейтральних ліпідів і сфінголіпідів в неокортексі 3-місячних 

щурів в умовах інкубації тканині з пальмітинової кислотою і С2-церамідом  

Примітка. * – статистично значимо в порівнянні з контролем (етанол: додекан, 

49: 1, за об'ємом), p <0,05  
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Пальмітинова кислота є попередником синтеза сфінголіпідів в різних 

тканинах, і доступність субстратів є лімітуючим фактором цього процесу. Введення 

в культуральне середовище астрогліальних клітин пальмітинової кислоти посилює 

процес синтеза сфінголіпідів і цераміду de novo [292]. У нашій роботі інкубація 

тканини неокортексу в присутності пальмітинової кислоти призводить до 

підвищення вмісту і ВЖК, і цераміду (Рис. 3.2.14). Можна вважати, що збільшення в 

клітинах рівня попередника сфінголіпідів – пальмітинової кислоти – є важливою 

причиною підвищення вмісту церамідів в неокортексі. 

Екзогенний коротколанцюговий С2-церамід часто використовується в 

дослідженнях процесів опосередковуваних цераміди як аналог, який легко проникає 

в клітини і моделює дію ендогенних церамідів. Показано, що коротколанцюгові С2- 

і С6-цераміди можуть утилізуватися в клітинах шляхом утворення сфінгозина і 

сфінганіна і їх використання в синтезі довголанцюгових ендогенних церамідів і 

більш складних сфінголіпідів [291]. У нашій роботі екзогенний С2-церамід ми 

використовували як інструмент, який призводить до підвищення вмісту ендогенних 

церамідів в тканині неокортексу молодих щурів подібне до рівня церамідів у старих 

тварин. Ці дані узгоджуються з результатами, отриманими нами на гепатоцитах і 

діафрагмі молодих щурів при модуляції у них вмісту СФМ і цераміду за допомогою 

попередників. 

В даний час вважають, що церамід може безпосередньо впливати на ФЛД, 

пригнічуючи даний фермент. Церамід може конкурувати з кофакторами ФЛД за 

зв'язування з каталітичним ядром ферменту і пригнічувати активацію ФЛД ФК і 

лізоФК [26]. Він також частково блокує транслокацію активаторів ФЛД білка ARF і 

ПКC [25]. Церамід може пригнічувати транскрипцію ФЛД [182]. Крім того, його дія 

може бути опосередкованим. Накопичення церамідів в ліпідних рафтах мембран 

може призводити до порушення фізичних властивостей цих структур і пригнічення 

сигнальних молекул пов'язаних з ними, в тому числі і ФЛД [24].  

Встановлено, що в умовах інкубації неокортексу 3-місячних щурів за 

наявності пальмітинової кислоти або С2-цераміду відбувається пригнічення 
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утворення ФЕТ у відповідь на короткочасну стимуляцію тканині неокортексу 

інсуліном (Рис. 3.30). 

 

Рис. 3.30 Вплив пальмітинової кислоти і екзогенного С2-цераміду на 

активацію фосфоліпази Д в неокортексі 3-місячних щурів  

 Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

р<0,05  

Відомо, що ФЛД в клітинах локалізується як у внутрішніх компартментах 

клітини, таких як апарат Гольджі і ендоплазматичний ретикулум, так і в ліпідних 

рафтах плазматичної мембрани [49]. При стимуляції агоністами ФЛД, завдяки 

своєму РН-домену, може вбудовуватися у рафти плазматичної мембрани [54]. Рафти 

представляють собою мембранні домени збагачені холестеролом і сфінголіпідами. 

Дані структури є платформою, що забезпечує білок-ліпідні і білок-білкові взаємодії 

необхідні для процесів сигнальної трансдукції [292]. При старінні, а також при 

нейродегенеративних захворюваннях відбувається зміна ліпідного спектра мембран, 

в тому числі і рафтів. Так, Han і співавторами було показано [173], що при хворобі 

Альцгеймера в мозку знижується вміст СФМ і збільшується вміст цераміду, що 

може призводити до змін в структурі ліпідних рафтів і, як наслідок, порушенню 

функціонування пов'язаних з ними молекул. 
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Враховуючи ці дані та результати даної роботи, можна припустити, що 

накопичення знову синтезованого цераміду в неокортексі під впливом екзогенних 

попередників (пальмітинової кислоти і С2-цераміда) у молодых щурів є важливаою 

причиною розвитку стану резистентності тканин до дії інсуліна. 

Таким чином, встановлено, що в тканині діафрагми, клітинах печінки і 

неокортексі молодих тварин інсулін активує ФЛД. У старості відбувається різке 

зниження чутливості тканини неокортексу до дії гормону. Велике значення в 

розвитку вікової резистентності тканин-мішеней інсуліна до дії гормону відіграє 

зміна ліпідного спектра мембран клітин, зокрема, підвищення вмісту церамідів, яке 

спостерігається при старінні. Церамід, будучи інгібітором ключових учасників 

сигнальних шляхів інсуліна, таких як Akt/ПКВ, ARF, ПКС і ФЛД, може призводити 

до порушення функціонування сигнального каскаду і формування фізіологічної 

відповіді. При моделюванні стану резистентності до дії інсуліна за допомогою 

екзогенних С2-цераміду і пальмітинової кислоти відбувається зміна ліпідного 

спектра тканин-мішеней інсуліна. У діафрагмі під дією С2-цераміду і пальмітинової 

кислоти відбувається підвищення вмісту цераміду. У клітинах печінки екзогенний 

С2-церамід підвищує вміст ендогенних церамідів, водночас пальмітинова кислота 

збільшує вміст цераміду. У неокортексі молодих тварин, при інкубації з С2-

церамідом підвищується вміст цераміду, а пальмітинова кислота збільшує вміст 

вільних ЖК і цераміду. Зміни вмісту сфінголіпідів супроводжується скасуванням 

утворення ФЕТ при короткочасному впливі інсуліна у всіх вивчених тканинах- і 

клітинах-мішенях гормону. З огляду на те, що ФЛД відіграє важливу роль у 

функціонуванні сигнального каскаду інсуліна у всіх вивчених тканинах і є мішенню 

дії церамідів можна припустити, що індуковане сфінголіпідами пригнічення ФЛД-

залежного сигналінгу інсуліна може бути важливою причиною порушення 

функціонування м'язової, нервової тканини і печінки в старості і передувати 

розвитку різних патологій. 
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3. 2. 3 Вплив фармакологічних індукторів накопичення цераміду і 

інгібіторів обміну сфінголіпідів на стимуляцію інсуліном ФЛД в клітинах- і 

тканинах-мішенях 

У попередніх розділах цього дослідження було показано, що накопичення 

ендогенних церамідів в різних тканинах і клітинах-мішенях дії інсуліна є 

характерною рисою старіння і супроводжується розвитком стану резистентності 

ФЛД-залежного ланки сигнального каскаду інсуліна до дії гормонального стимулу. 

Однак важливим є з'ясування особливостей механізмів і шляхів утворення 

ендогенних церамідів в клітинах молодих і старих щурів. Для того, щоб 

змоделювати підвищений вміст церамідів, подібний до того, який виникає в 

старості, в умовах in vitro в якості моделі були обрані гепатоцити 3-місячних щурів, 

які піддавалися впливу різних індукторів утворення цераміду. Так, в середовище 

інкубації клітин печінки молодих статевозрілих тварин вносили попередника 

синтеза ендогенних сфінголіпідів – пальмітинову кислоту, а також екзогенні          

С2-церамід. Пальмітинова кислота є попередником синтеза сфінголіпідів в різних 

тканинах, і доступність субстрату є лімітуючим фактором цього процесу.              

С2-церамід часто використовується в дослідженнях процесів опосередковуваних 

церамідом як аналог, який легко проникає в клітини і моделює дію ендогенних 

церамідів [287, 289, 293]. Показано, що коротколанцюгові С2- і С6-цераміди можуть 

утилізуватися в клітинах шляхом перетворення на сфінгозин/сфінганін і їх 

використання в синтезі довголанцюгових церамідів, а також більш складних 

сфінголіпідів [294]. 

У модельних експериментах показано, що пальмітинова кислота індукує в 

різних типах клітин (в гепатоцитах щурів [277], в клітинах скелетної мускулатури 

[179, 187] і астроцитах [295]) синтез сфінголіпідів de novo. Пригнічення утворення і 

накопичення цераміду в клітинах за допомогою різних інгібіторів синтеза і обміну 

сфінголіпідів (наприклад, міріоцина і фумонізина В1) запобігає загибель клітин і 

може відновлювати чутливість клітин до дії біологічно активних речовин [296].  
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Для того, щоб з'ясувати, чи є знову синтезовані цераміди причиною 

порушення ФЛД-залежного сигналінгу інсуліна, перед внесенням в середовище 

інкубації пальмітинової кислоти або С2-цераміду гепатоцити піддавали дії 

міріоцина. Міріоцин – антибіотик із грибів Mycelia steriliа, інгібітор 

серинпальмітоїлтрансферази, ковалентно зв’язуючи її активний центр призводить до 

деградації фермента [297]. 

Показано, що в гепатоцитах 3-місячних щурів, попередньо інкубірованних з 

міріоцином і пальмітинової кислотою (або С2-церамідом), вміст цераміду 

знижується в порівнянні з гепатоцитами, в середовище інкубації яких вносили 

тільки пальмітинову кислоту або С2-церамід (Рис. 3.31). 

 

 

Рис. 3.31 Вплив С2-цераміду, пальмітинової кислоти і міріоцина на вміст 

ендогенного цераміду в клітинах печінки 3-місячних щурів  

 Примітка. *. – статистично значимо в порівнянні з контролем 

(етанол: додекан, 49: 1, за об'ємом)  

Встановлено, що міріоцин вимикає ефект пальмітинової кислоти або С2-

цераміду на активацію ФЛД інсуліном (Рис. 3.32). 
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Контроль 

Інсулін 

Міріоцин + інсулін 

Пальмітинова кислота + 

інсулін 

С2-церамід + інсулін 

Міріоцин + пальмітинова 

кислота + інсулін 

Міріоцин + С2-церамід + 

інсулін 

Рис. 3.32 Вплив С2-цераміду, пальмітинової кислоти і міріоцина на індуковану 

інсуліном активацію фосфоліпази Д в гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо в порівнянні з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), р<0,05; ** – статистично значимо щодо інсуліна, р<0,05  

Є дані про те, що основним джерелом цераміду в умовах розвитку 

інсулінорезистентності є шлях синтеза de novo [177]. Інгібування ключових 

ферментів біосинтетичного шляху утворення сфінголіпідів, СПТ, церамідсинтази і 

дигідроцераміддесатурази, підвищує чутливість клітин до інсуліна [177, 269, 297]. 

При інгібуванні синтеза цераміду de novo міріоцином на моделі 

інсулінорезистентності мишей, які страждають ожирінням, показано відновлення 

чутливості тканин мішеней до дії інсуліна [269, 297]. З огляду на дані літератури та 

результати, отримані в даній роботі, можна припустити, що за допомогою 

пригнічення синтеза цераміду в клітинах в умовах моделювання стану 

резистентності у молодих статевозрілих щурів лінії Вістар 3-місячного віку можна 

збільшувати їх чутливість до дії інсуліна.  

Для підтвердження цього припущення, а також для з'ясування ролі ФЛД в 

сигналінгу інсуліна проведені експерименти на ізольованих гепатоцитах молодих 

тварин з індукованим станом резистентності клітин до дії гормону. Інкубація клітин 

печінки в присутності екзогенного С2-цераміду або попередника синтеза 

сфінголіпідів – пальмітинової  кислоти – призводить до накопичення в гепатоцитах 
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ендогенних церамідів. Підвищення в клітинах рівня ендогенних церамідів в 

присутності С2-цераміду може відбуватися в результаті активації процесу 

деацилювання-реацилювання [289]. У той же час на культурі фібробластів 

встановлено, що як С2-церамід, так і С6-церамід збільшує в клітинах вміст знову 

синтезованих церамідів за допомогою активації ключового ферменту синтеза 

сфінголіпідів – СПТ [287]. Введення в середовище інкубації інгібітора СПТ – 

міріоцина – запобігає індукції коротколанцюговими церамідами накопичення 

ендогенних церамідів. Результати даної роботи також показують, що міріоцин 

нормалізує вміст ендогенних церамідів в гепатоцитах старих щурів і молодих 

гепатоцитах, культивованих за наявності С2-цераміду або пальмітинової кислоти, 

що свідчить про те, що активація синтеза цераміду de novo є важливою причиною 

його накопичення в клітинах печінки [298]. Ендогенні С2-церамід і пальмітинова 

кислота повністю пригнічують активуючу дію інсуліна на ФЛД. За рахунок своїх 

поверхнево активних властивостей пальмітинова кислота і С2-церамід можуть 

впливати на доступність субстрату ферменту і призводити до сорбції ФЛД на 

міцелах і зниженню ефективної концентрації ферменту в ділянках 

трансфосфатидилювання. Однак нормалізація рівня церамідів за допомогою 

інгібітору синтеза сфінголіпідів міріоцина повністю відновлює активуючу дію 

інсуліна на ФЛД в клітинах молодих щурів, що свідчить про те, що пальмітинова 

кислота і С2-церамід переважно діють на ФЛД в стимульованих гормоном клітинах, 

збільшуючи вміст ендогенних знову синтезованих церамідів . Отримані дані можуть 

свідчити про те, що знову синтезовані цераміди пригнічують ФЛД-залежну ланку 

сигналінгу інсуліна в гепатоцитах 3-місячних щурів і не впливають на інші шляхи 

сигнальної трансдукції інсуліна. 

Ще одним етапом цього дослідження стало моделювання підвищеного вмісту 

цераміду за допомогою цитотоксичного препарату паклітакселу. Паклітаксел є 

алкалоїдом рослинного походження. Основний механізм його дії спрямований на 

стимуляцію збірки і пригнічення деполімеризації мікротрубочок в процесі мітозу, 

що викликає утворення аномальних скупчень мікротрубочок і перешкоджає поділу 
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клітин. Однак дія паклітакселу на клітини полягає не тільки в його дії на цитоскелет, 

але також і в індукції обміну сфінголіпідів. Низкою робіт на пухлинних клітинах 

показано, що паклітаксел в клітинах MDA-MB-468 і MCF-7 індукує утворення 

[
3
H]цераміду з попередника [

3
H]пальмітинової кислоти [299-302]. 

Крім того, є дані про дозозалежні ефекті паклітакселу на утворення цераміду. 

Так, групою Asakuma показано, що паклітаксел в концентрації 5 нМ індукує 

утворення цераміду шляхом активації кислої СФМази в SKRC-49 клітинах [301]. 

Високі концентрації паклітакселу (100 нМ) ініціюють в клітинах синтез цераміду de 

novo [301] шляхом активації СПТ [302]. Оскільки в старості підвищення вмісту 

церамідів може бути пов'язано з різними шляхами його утворення, а саме синтеза  de 

novo або гідролізу СФМ сфінгомієліназами, то для моделювання вікових змін вмісту 

сфінголіпідів гепатоцити інкубували в присутності паклітакселу. Паклітаксел може 

індукувати як шлях синтеза цераміду, так і підвищувати в клітинах сфінгоміеліназну 

активність [301]. Встановлено, що в результаті дії паклітакселу в клітинах печінки 

відбувається підвищення вмісту цераміду в 4,7 рази в порівнянні з контрольними 

клітинами (Рис. 3.33).  

Для модулювання підвищеного під дією паклітакселу вмісту цераміду в 

гепатоцитах і з'ясування джерел підвищення сфінголіпідів, клітини печінки 

інкубували в присутності інгібітора синтеза сфінголіпідів міріоцина і інгібіторів 

сфінгомієліназ – іміпраміна і GW4869, а також в присутності суміші всіх інгібіторів. 

Іміпрамін – трициклічний антидепресант, що блокує поглинання адренергічних 

нейромедіаторів в ЦНС. Він викликає деградацію кислої сфінгомієлінази шляхом 

порушення зв’язку фермента з негативно зарядженими ліпідами лізосомальних 

мембран та індукуючи протеоліз сфінгомієлінази [303]. GW4869 неконкуруючий 

інгібітор нейтральної сфінгомієлінази, який не впливає на активність кислої 

сфінгомієлінази. Механізм дії інгібітора пов’язано з втручанням в активацію 

фермента аніонними фосфоліпідами [304]. Встановлено, що міріоцин частково 

пригнічує індуковане паклитакселом утворення цераміду на 44 % (Рис. 3.33). 
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Рис. 3.33 Вплив паклітакселу і інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназ на вміст СФМ (А) і цераміду (Б) в гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо в порівнянні з контролем, р ≤ 0,05  

Підвищення вмісту цераміду в гепатоцитах 3-місячних щурів після інкубації 

клітин за наявності паклітакселу супроводжується порушенням індукованого 

інсуліном утворення [
14

C]ФЕТ (Рис. 3.34), продукту реакції, яка каталізується ФЛД в 

присутності етанолу, що свідчить про пригнічення активації ФЛД.  

Іміпрамін знижує вміст міченого цераміду на 24% порівняно з клітинами, які 

інкубувати тільки в присутності паклітакселу, GW4869 – на 38 %, відповідно. Сума 

інгібіторів пригнічує утворення цераміду на 71 % в порівнянні з паклітакселом і 

знижує його вміст практично до рівня контрольних клітин (Рис. 3.33). Отримані 

результати можуть свідчити про те, що паклітаксел в вивченій концентрації індукує 

накопичення цераміду як в результаті активації синтеза de novo, так і шляхом 

активації гідролізу СФМ сфінгомієліназами [305]. 
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Рис. 3.34 Вплив паклітакселу і інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназної активності на індуковану інсуліном активацію фосфоліпази Д  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна, ≤ 0,05  

Крім того, встановлено, що в клітинах печінки, які інкубували в присутності 

паклітакселу і міріоцина або суми інгібіторів, інсулін стимулює утворення [
14

C]ФЕТ 

в вивчені проміжки часу (Рис. 3.34). У той час як інгібітори сфінгомієліназ не 

викликають статистично значущих змін вмісту [
14

C]ФЕТ. Міріоцин пригнічує синтез 

de novo церамідів шляхом пригнічення ключового ферменту СПТ. Це свідчить про 

те, що знову синтезовані цераміди надають інгібуючий вплив на ФЛД-залежну 

ланку сигналінгу інсуліна при моделюванні стану резистентності до дії гормону за 

допомогою протипухлинного препарату паклітакселу. 

Ще одним індуктором обміну сфінголіпідів є інший цитотоксичний препарат – 

доксорубіцин. Доксорубіцин індукує накопичення цераміду в гепатоцитах щурів 

[306] та інших типах клітин [307, 308]. Більш того, доксорубіцин може знижувати 

експресію генів (IRS1, Glut4, AMPK, і GSK3b) які беруть участь в сигналінгу 

інсуліна в м'язових тканинах і таким чином викликати системну 

інсулінорезистентність , призводячи до розвитку стану подібного до діабету 2 типу 

[309, 310]. 

Для вивчення ефектів ендогенного цераміду на стимуляцію ФЛД інсуліном, 

гепатоцити були оброблені доксорубіцином перед внесенням інсуліна в 

культуральне середовище ((Рис. 3.35).  
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Рис. 3.35 Вплив доксорубіцину і інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназной активності на вміст цераміду (А) і активацію інсуліном 

фосфоліпази Д (Б) в гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітки:  

1. * – статистично значимо щодо контролю до доксорубіцину (0,9 % NaCl), 

р≤0,05; ** – статистично значимо щодо доксорубіцину, р≤0,05; *** – статистично 

значимо щодо контролю до інсуліна, р≤0,05  

2. (А): 1 – Контроль; 2 – Доксорубіцин; 3 – Доксорубіцин+міріоцин; 4 – 

Доксорубіцин + GW4869; 5 – Доксорубіцин + іміпрамін; 6 - Доксорубіцин + сума 

інгібіторів; (Б): 1 – Контроль; 2 – Доксорубіцин; 3 – Доксорубіцин + сума 

інгібіторів; 4 – Доксорубіцин + сума інгібіторів + галопемід 200 нМ; 5 – 

Доксорубіцин + сума інгібіторів + галопемід 300 нМ  

Доксорубіцин достовірно збільшує вміст цераміду в не стимулюваних 

клітинах (Рис. 3.35 А) і скасовує стимулюючу дію інсуліна на активність ФЛД 
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(Рис. 3.35 Б). Беручи до уваги той факт, що доксорубіцин стимулює різні шляхи 

обміну сфінголіпідів в наступній серії експериментів ми використовували різні 

інгібітори метаболізму сфінголіпідів для пригнічення індукованого препаратом 

накопичення цераміду в гепатоцитах (Рис. 3.35). 

Інгібування ключових ферментів синтеза сфінголіпідів (СПТ) і деградації 

сфінгомієліна (нейтральної і кислої сфінгомієлінази) при дії специфічних 

інгібіторів, міріоцина [297], GW4869 [304], і іміпраміна [303], частково запобігає 

накопиченню церамідів в гепатоцитах оброблених доксорубіцином (Рис. 3.35 А). 

Однак, вміст церамідів може бути покращено при використанні всіх інгібіторів 

обміну сфінголіпідів на гепатоцитах, як було зроблено в даній роботі. Нормалізація 

рівня церамідів в доксорубіцин-оброблених клітинах за допомогою "коктейлю" 

інгібіторів відновлювала відповідь гепатоцитів на дію інсуліна. Додавання всіх 

інгібіторів ключових ферментів синтеза цераміду (міріоцина) і продукції цераміду з 

сфінгомієліна (GW4869, іміпраміна) в середовище інкубації посилювало активацію 

ФЛД. 

Отримані результати демонструють те, що відповідь гепатоцитів на дію 

інсуліна може бути змінено при модуляції рівня ендогенних церамідів шляхом 

стимуляції або пригнічення обміну сфінголіпідів. Більш того, внесення інгібітора 

активності ФЛД, галопеміда, в середовище інкубації перед «коктейлем» інгібіторів 

обміну сфінголіпідів редукує стимульовану інсуліном активацію ФЛД, відновлену 

на тлі суми інгібіторів. 

Таким чином, встановлено що, пальмітинова кислота і С2-церамід 

підвищують в клітинах вміст цераміду за рахунок активації його синтеза de novo. 

Паклітаксел і доксорубіцин індукують утворення цераміду як по шляху синтеза, так 

і за рахунок активації СФМази. Вивчені індуктори утворення цераміду призводять 

до пригнічення ФЛД-залежної ланки сигнального шляху інсуліна за рахунок 

підвищення концентрації сфінголіпідів в клітинах. Використання інгібіторів синтеза 

сфінголіпідів і СФМаз показало, що саме знову синтезований церамід пригнічує 

ФЛД-залежну ланку сигнального шляху інсуліна при моделюванні стану 
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резистентності в клітинах печінки молодих щурів за допомогою попередників 

церамідів (пальмітинової кислоти і С2-цераміду) і індукторів накопичення церамідів 

цитотоксичних препаратів – паклітакселу і доксорубіцину. 

 

3. 3 Моделювання вікових змін регулювання інсуліном метаболізма 

глюкози в клітинах- і тканинах-мішенях 

3. 3. 1 Вікові особливості стимульованого інсуліном поглинання глюкози і 

утворення глікогена в клітинах- і тканинах-мішенях 

У попередніх розділах були описані етапи дослідницької роботи, в яких 

встановлено, що в старості в головних тканинах-мішенях інсуліна відбувається 

зміна ліпідного спектра, що виявляється у збільшенні вмісту сфінголіпіда цераміда. 

Крім того, в старості порушується активація ФЛД-залежної ланки сигнального 

каскаду інсуліна, що проявляється в порушенні стимуляції інсуліном утворення 

специфічного продукту реакції трансфосфатидилювання – ФЕТ. При моделюванні 

підвищеного вмісту цераміда за допомогою експериментів in vitro (з використанням 

індукторів синтеза цераміда – пальмітинової кислоти, С2-цераміда і цитотоксичних 

препаратів – паклітакселу та доксорубіцину) або за допомогою аліментарних 

насичених жирів в умовах in vivo, було встановлено підвищення вмісту цераміда, що 

також супроводжувалося порушенням накопичення ФЕТ при короткочасному 

впливі інсуліна. В результаті наданих експериментальних впливів, а також в 

старості підвищення цераміду може відбуватися в результаті активації як шляху 

синтеза de novo, так і в результаті гідролізу СФМ різними СФМзами. Для того, щоб 

з'ясувати джерела походження цераміду в старості та при експериментальних 

впливах на наступному етапі цього дослідження клітини старих тварин, а також 

клітини молодих тварин, які піддавалися впливу індукторів синтеза цераміду, 

культивували в присутності специфічних інгібіторів синтеза сфінголіпідів 

(міріоцина і фумонізина В1), з інгібіторами кислої і нейтральної СФМаз (іміпраміна 

і GW4869), а також сумою цих інгібіторів. В результаті було встановлено зниження 
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вмісту цераміду в клітинах 3- і 24-місячних щурів в результаті дії інгібіторів. У 

молодих тварин максимальний вплив на вміст сфінголіпідв надав міріоцин і сума 

всіх інгібіторів, при цьому повністю відновлювалась ФЛД-залежнв відповідь клітин 

на дію інсуліна. У старих тварин міріоцин відновлював інсулін-залежну активацію 

ФЛД тільки частково. З огляду на те, що інсулін є головним регулятором процесів 

обміну глюкози, а також той факт, що накопичення цераміду в старості і в умовах 

моделювання стану резистентності тканин-мішеней до дії гормону призводить до 

порушення сигналінгу інсуліна, важливим є вивчення вікових змін регульованого 

інсуліном обміну глюкози. 

Встановлено, що в клітинах печінки 3-місячних щурів інсулін стимулює 

поглинання глюкози з 236,9±7,9 в контролі до 381,9±10,1 (імп за хв на 10
7
 клітин) 

після стимулювання клітин інсуліном (Рис. 3.36 А). Крім того, інсулін підсилює 

утворення глікогена гепатоцитами молодих тварин з 1166,23±111,5 до 

2086±269,7 (імп за хв на 10
7
 клітин) (Рис. 3.36 Б).  

У той же час, у старих 24-місячних щурів інкубація клітин з інсуліном не 

супроводжується стимуляцією процесів поглинання глюкози і утворення глікогена 

(Рис. 3.36).  

 

Рис. 3.36 Вплив інсуліна на поглинання глюкози (А) і утворення глікогена (Б) 

у клітинах печінки щурів 3- і 24-місячного віку  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), р≤0,05  
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Глюкоза є основним джерелом енергії для всіх клітин ссавців, а інсулін у свою 

чергу є головним регулятором процесів обміну глюкози. Основними функціями 

інсуліна у м'язовій і жировій тканинах є посилення поглинання глюкози клітинами. 

У печінці інсулін підсилює вхід глюкози у клітини включення її у глікоген, а також 

пригнічує глюконеогенез.  

Провідну роль в сполученні активованих рецепторів інсуліна з 

внутрішньоклітинними шляхами передачі сигнала виконують адапторні білки – 

інсулінрецепторні субстрати IRS. Ці білки за рахунок сайтів тирозинового 

фосфорилювання взаємодіють з src-гомологічним-2 доменсодержащими білками, 

такими як р85-регуляторна суб'одиниця ФІ-3-кінази, протеїн-2, що зв'язує рецептор 

фактора росту (Grb2); і протеїн-тирозинфосфатаза (Syp) [311]. ФІ3-кіназний 

сигнальний шлях, що зв'язує IRS з Akt/ПКВ, є одним з основних в реалізації 

метаболічних ефектів інсуліна в периферичних тканинах.  

Відомо, що накопичення цераміду в клітинах скелетної мускулатури, 

адипоцитах є однією з основних причин розвитку резистентності клітин до дії 

інсуліна [165, 179, 312-315]. Так, на інсулінорезистентних щурах лінії Zuker 

встановлено, що при стимуляції різних типів м'язів відбувається зниження вмісту 

ДАГ і церамідів, що супроводжується відновленням чутливості м'язових клітин до 

дії інсуліна [304]. На м'язових трубочках L6 було показано, що короткочасне (2 ч) і 

довгострокове (18 год) інгібування СПТ міріоцином запобігає накопиченню 

цераміду і одночасно з цим відновлює індуковане пальмітиновою кислотою 

блокування стимульованого інсуліном поглинання глюкози [316]. 

Встановлено, що в діафрагмі 3-місячних щурів інсулін стимулює поглинання 

глюкози з 1622,1±120,1 до 2441,6±187,1 (імп за хв на мг білка) (Рис. 3.37 А). Тоді як 

у 24-місячних щурів у тканині діафрагми не відзначено статистично значущих змін 

вмісту міченої глюкози (Рис. 3.37 А). Крім того, в тканині діафрагми 3-місячних 

щурів під дією інсуліна посилюється утворення глікогена з 3022,1±180,8 до 

4262,2±178,4 (імп за хв на мг білка) (Рис. 3.37 Б). У 24-місячних тварин інсулін не 



128 

 
викликає статистично значущих змін вмісту міченого [

14
С]глікогена в тканині 

діафрагми (Рис. 3.37 Б). 

 

Рис. 3.37 Вплив інсуліна на поглинання глюкози (А) і утворення глікогена (Б) 

в діафрагмі щурів 3- і 24-місячного віку  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), р≤0,05  

Раніше було показано, що в старості підвищується вміст церамідів і їх 

попередників вільних жирних кислот як у класичних тканинах-мішенях дії інсуліна 

– скелетній мускулатурі і клітинах печінки [219, 316], так і в неокортексі, і гіпокампі 

[20, 219]. Зниження рівня церамідів в старих клітинах за допомогою інгібітору його 

синтеза de novo – міріоцина викликало активацію індукованого інсуліном 

поглинання глюкози [219]. Автори приходять до висновку, що спонтанна 

резистентність старих клітин печінки до дії гормону пов'язана з віковим 

накопиченням цераміду. 

Інсулінозалежне поглинання глюкози клітинами-мішенями здійснюється через 

особливі транспортери чутливі до дії гормону – ГЛЮТ4. Ці транспортери глюкози 

ідентифіковані в неокортексі, мозочку, ядерних структурах і спинному мозку [317]. 

ГЛЮТ4 поза стимуляції інсуліном знаходяться в мембранах ендоплазматичного 

ретикулуму. При стимуляції клітин інсуліном відбувається активація сигнального 

каскаду і запуск ланцюга подій, які викликають екстерналізацію більше 

50 % транспортерів ГЛЮТ4 в клітинну мембрану і посилення поглинання глюкози. 
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У даній роботі встановлено, що в неокортексі 3-місячних щурів інсулін 

стимулює процеси обміну глюкози. Так, при інкубації ізольованих шматочків 

тканині неокортексу в присутності інсуліна відзначено посилення поглинання 

міченої [
3
Н]глюкози на 41 % і підвищення вмісту [

14
С]глікогена на 50 % (Рис. 3.38).  

 

Рис. 3.38 Вплив інсуліна на поглинання глюкози (А) і утворення глікогена (Б) 

в неокортексі щурів 3- і 24-місячного віку  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна 

(0,9 % NaCl), р≤0,05  

У старих 24-місячних тварин в шматочках тканини неокортексу у відповідь на 

дію інсуліна не було відзначено статистично значущих змін в рівні поглинання 

[
3
Н]глюкози і вмісті [

14
С]глікогена (Рис. 3.38). 

Роботами нашої лабораторії, проведеними раніше на класичних мішенях 

інсуліна, м'язовій тканини і гепатоцитах [165, 169] було показано, що стимулювання 

поглинання глюкози і утворення глікогена клітинами пов'язане з активацією 

інсуліном ФЛД. Крім того, раніше було встановлено, що в тканині неокортексу 

молодих щурів інсулін стимулює активацію ФЛД [15, 199]. Активована ФЛД 

гидролізує ФХ, в результаті цієї реакції утворюється холін і ФК. ФЛД і ФК беруть 

участь в процесах сигнальної трансдукції і мембранного транспорту. В роботі Xu і 

співавторів було показано, що гальмування ФЛД специфічним (FIPI) і 

неспецифічним (1-бутанол) інгібіторами знижує частоту злиття везикул, які містять 
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ГЛЮТ4, з мембраною і перешкоджає поглинанню глюкози клітинами [13]. У 

старості спостерігається порушення інсулін-залежної активації ФЛД і процесів 

обміну глюкози в діафрагмі і клітинах печінки і це пов'язано з підвищенням вмісту 

цераміду і його попередників – ВЖК [15, 199, 318]. В даний час вважають, що 

церамід може безпосередньо впливати на ФЛД, пригнічуючи даний фермент. 

Церамід може конкурувати з кофакторами ФЛД за зв'язування з каталітичним ядром 

ферменту і пригнічувати активацію ФЛД фосфатидною кислотою і лізофосфатідною 

кислотою [24]. Він також частково блокує транслокацию активаторів ФЛД білка 

ARF і ПКC [26]. Церамід може пригнічувати транскрипцію ФЛД [182]. Крім того, 

його дія може бути опосередкована. Накопичення церамідів в ліпідних рафтах 

мембран може призводити до порушення фізичних властивостей цих структур і 

пригніченню сигнальних молекул пов'язаних з ними, в тому числі і ФЛД [25]. Крім 

того, церамід пригнічує активність Akt/ПКВ, яка є важливим учасником регуляції 

метаболізму глюкози інсуліном.  

Раніше було встановлено підвищення вмісту вільних ЖК і церамідів в тканині 

неокортексу старих 24-місячних щурів у порівнянні з дорослими тваринами [20]. 

Крім того, при моделюванні стану резистентності клітин печінки, діафрагми і 

неокортексі молодих 3-місячних щурів за допомогою екзогенного С2-цераміду, а 

також попередника синтеза ендогенних церамідів – пальмітинової кислоти 

відзначено підвищення вмісту ендогенних церамідів і гальмування інсулін-залежної 

активації ФЛД [165, 198, 170]. У класичних тканинах-мішенях інсуліна, м'язової 

тканини і печінки, пригнічення активації інсуліном ФЛД супроводжувалося 

блокуванням інсулін-залежного поглинання глюкози і утворення глікогена [165, 

170]. З огляду на ці дані і результати дослідницької роботи можна припустити, що 

вікове підвищення вмісту церамідів супроводжується порушенням регуляції 

інсуліном активності ФЛД і є однією з причин інгібування індукції гормоном 

метаболізму глюкози в діафрагмі, клітинах печінки і неокортексі в старості.  
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3. 3. 2 Вплив екзогенних пальмітинової кислоти і С2-цераміда на 

стимульований інсуліном метаболізм глюкози в клітинах- і тканинах-мішенях 

У розділі 3.3 цього дослідження було встановлено, що інкубація клітин 

печінки, тканини діафрагми і неокортексу молодих статевозрілих щурів самців лінії 

Вістар в присутності екзогенних індукторів синтеза сфінголіпідів – пальмітинової 

кислоти і С2-цераміда – супроводжувалося підвищенням вмісту знову 

синтезованого ендогенного цераміда і порушенням активації інсуліном               

ФЛД-залежної ланки сигнального каскаду гормону. 

Показано, що сфінголіпіди грають важливу роль в регуляції гомеостазу 

глюкози в різних типах клітин [319]. Так в модельних експериментах in vitro 

підвищення вмісту цераміду передує розвитку інсулінорезистентності клітин. Легко 

проникаючи у клітину аналоги цераміду пригнічують сигналінг інсуліна в м'язових 

трубочках [178, 316] і адипоцитах [320]. Механізм цієї дії цераміду полягає в 

пригніченні Akt-1/ПКВ, ключового учасника сигнального каскаду інсуліна [321]. 

Церамід блокує транслокацию Akt-1 в плазматичну мембрану [321] в м'язових 

клітинах [178, 182], в адипоцитах [320] і в клітинах судинної мережі [230, 322]. 

Підвищення вмісту цераміда в клітинах індукує дефосфорилювання Akt в м'язових 

трубочках лінії C2C12 [177], адипоцитах [320], і культурі клітин PC12 [323] шляхом 

активації протеїнфосфатази 2A. 

Міріоцин, циклосерин або фумонізин В1, специфічні інгібітори синтеза 

сфінголіпідів de novo запобігають порушенню фосфорилювання і транслокації Akt-1 

у відповідь на дію інсуліна при дії підвищених концентрацій пальмітинової кислоти 

на клітини-мішені гормону. Фумонізин В1, мікотоксин, що інгібує                          

сфінгозин-N-ацилтрансферазу (церамідсинтазу) зв’язуючи каталітичний центр 

ферменту [324]. Пригнічення СПТ у тварин також блокує синтез сфінголіпідів, при 

цьому знижується ліпотоксичність, відновлюється відповідь на дію інсуліна і 

поліпшується регуляція метаболізму глюкози [155, 269]. Ці дані літератури 

підтверджують те, що посилення синтеза цераміду є необхідною умовою розвитку 

інсулінорезистентності, однак питання про те чи є ефекти накопичення цераміду 
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прямими або вони опосередковуються іншими біологічно активними сполуками 

залишається не з'ясованим. Крім того, механізми регуляції процесів обміну глюкози 

в тканинах-мішенях інсуліна при розвитку вікових патологій вивчені недостатньо. 

Метою наступного етапу цієї роботи стало дослідження регуляції інсуліном обміну 

глюкози при моделюванні стану порушення чутливості до дії інсуліна в діафрагмі, 

клітинах печінки і тканині неокортексу щурів за допомогою екзогенних індукторів 

синтеза сфінголіпідів – пальмітинової кислоти і С2-цераміду. 

Встановлено, що в тканині діафрагми пальмітинова кислота пригнічує 

стимульоване інсуліном поглинання глюкози і утворення глікогена (Рис. 3.39). 

 

Рис. 3.39 Вплив пальмітинової кислоти і С2-цераміда на індуковане інсуліном 

поглинання глюкози і утворення глікогена в шматочках діафрагми 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p<0,05; ** – статистично значимо щодо «інсуліна», p<0,05  

Цераміди є членами сфінгомієлінового сигнального шляху, які утворюються 

або в результаті синтеза de novo, або в результаті деградації СФМ. Показано, що 

вони є індукторами ліпоапоптоза в різних типах клітин [325], в тому числі, і в 

м'язових клітинах, і можуть провокувати розвиток інсулінорезистентності [167, 326-

328]. У попередніх розділах було показано, що тривала інкубація діафрагми 3-

місячних інтактних щурів з екзогенним С2-церамідом призвела до підвищення в 

порівнянні з контролем вмісту [
14

С]цераміду і зниження вмісту [
14

С]СФМ 

(розділ 3.2.2). Відомо також, що церамід є інгібітором ФЛД [324]. У розділі 3.2.3 
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встановлено, що екзогенний С2-церамід скасував стимулюючу дію інсуліна на ФЛД. 

Встановлено, що С2-церамід інгібував, стимульоване інсуліном поглинання 

клітинами 2-деокси-[
3
Н]-D-глюкози і синтез в них [

14
C]глікогена (Рис. 3.39). 

Вважають, що атипові ізоформи ПКСζ і λ, ПКВ/Akt і ФЛД беруть участь в регуляції 

швидкість-лімітуючого етапу транспорту глюкози, а саме транслокации чутливого 

до інсуліна транспортера глюкози ГЛЮТ4 з ендоплазматичного ретикулуму в 

плазматичну мембрану [328]. Відомо, що церамід є інгібітором ПКВ, а також ФЛД і 

інгібування цих ферментів сфінголіпідом призводить до порушення сигналінгу 

інсуліна [179]. Тому, можна вважати, що підвищення базального вмісту 

[
14

С]цераміду під дією екзогенного С2-цераміду супроводжується пригніченням 

індукованого інсуліном поглинання глюкози і синтеза глікогена і може бути 

пов'язано зі змінами активності як ПКС, так і ФЛД, і ПКВ [18, 249].  

Раніше було показано, що в старих клітинах печінки щурів збільшений вміст 

цераміда знижується при інкубації гепатоцитів в присутності специфічного 

інгібітору синтеза цераміда – міріоцина. Також встановлено, що зниження вмісту 

цераміда в гепатоцитах старих 24-місячних щурів за допомогою специфічних 

інгібіторів синтеза сфінголіпідів і СФМаз супроводжується підвищенням активності 

ФЛД і посиленням процесів поглинання глюкози і утворення глікогена у відповідь 

на дію інсуліна. 

Моделювання стану порушення чутливості до дії гормону клітин печінки при 

культивуванні гепатоцитів молодих щурів в присутності підвищеної концентрації 

пальмітинової кислоти або екзогенного С2-цераміду показало, що інкубація 

гепатоцитів 3-місячних щурів в присутності С2-цераміду або пальмітинової кислоти 

призводить до підвищення вмісту в клітинах печінки ендогенних церамідів. 

Екзогенні пальмітинова кислота і C2-церамід гальмували стимуляцію інсуліном 

ФЛД в даних умовах експерименту. Як пальмітинова кислота, так і екзогенний     

C2-церамід, перешкоджають стимуляції інсуліном поглинання глюкози і синтеза 

глікогена в гепатоцитах молодих тварин (Рис. 3.40). Отримані дані свідчать про 
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порушення чутливості гепатоцитів молодих щурів до дії інсуліна в умовах інкубації 

клітин за наявності пальмітинової кислоти і С2-цераміду. 

 

Рис. 3.40 Вплив пальмітинової кислоти і С2-цераміда на індуковане інсуліном 

поглинання глюкози і утворення глікогена у клітинах печінки 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p<0,05; ** – статистично значимо щодо «інсуліна», p<0,05  

Раніше було встановлено, що в старості підвищується вміст церамідів і їх 

попередників вільних ЖК як у класичних тканинах-мішенях дії інсуліна – скелетній 

мускулатурі і клітинах печінки [18, 20, 328], так і в неокортексі і гіпокампі [20, 329]. 

Наслідком зниження рівня церамідів в старих клітинах печінки за допомогою 

інгібітору його синтеза de novo – міріоцина було відновлення активації індукованого 

інсуліном поглинання глюкози. Таким чином, показано, що спонтанне порушення 

чутливості старих клітин печінки до дії гормону пов'язане з віковим накопиченням 

цераміду.  

З метою моделювання стану порушення чутливості тканини неокортексу до дії 

інсуліна подібне до того, яке спостерігається при старінні, на наступному етапі 

роботи було вивчено вплив екзогенних пальмітинової кислоти або С2-цераміду на 

інсулін-залежне поглинання глюкози і утворення глікогена в тканині неокортексу  3-

місячних щурів. Інкубація тканини неокортексу молодих щурів в присутності 

екзогенної пальмітинової кислоти призвела до пригнічення стимульованого 
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інсуліном поглинання [

3
H]глюкози на 67 % в порівнянні з інсуліном (Рис. 3.41). Під 

дією С2-цераміду відзначено зниження рівня поглинання міченої [
3
Н]глюкози на 

71 % в порівнянні з інсуліном. У той же час, при інкубації тканини неокортексу в 

присутності пальмітинової кислоти або С2-цераміду встановлено гальмування 

стимульованого інсуліном утворення міченого [
14

C]глікогена нервовими клітинами 

(Рис. 3.41). 

 

Рис. 3.41 Вплив пальмітинової кислоти і С2-цераміда на індуковане інсуліном 

поглинання глюкози і утворення глікогена у неокортексі 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значмо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p<0,05; ** – статистично значимо щодо «інсуліна», p<0,05  

Таким чином, встановлено, що моделювання вікового підвищення вмісту 

цераміду в клітинах печінки, діафрагми і неокортексі щурів за допомогою 

ендогенних попередників (пальмітинової кислоти і С2-цераміду) супроводжується 

зниженням чутливості тканин-мішеней до дії інсуліна. Велике значення в розвитку 

вікової резистентності клітин печінки, тканини діафрагми і неокортексу до дії 

інсуліна відіграє зміна ліпідного спектра мембран клітин, зокрема, підвищення 

вмісту церамідів. Церамід, будучи інгібітором ключових учасників сигнальних 

шляхів інсуліна в мозку, таких як Akt/ПКВ, ARF, і ФЛД, може призводити до 

порушення функціонування сигнального каскаду і формування фізіологічної 

відповіді. З огляду на те, що глюкоза грає важливу роль у функціонуванні всіх 
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вивчених тканин і клітин і процеси поглинання і запасання глюкози є мішенню дії 

церамідов, можна припустити, що пригнічення інсулін-залежного обміну глюкози 

може бути важливою причиною порушення функціонування клітин-мішеней 

інсуліна в старості і передувати розвитку різних патологій. 

 

3. 3. 3 Вплив фармакологічних індукторів накопичення цераміда і 

інгібіторів обміну сфінголіпідів на стимуляцію інсуліном метаболізму глюкози 

у клітинах- і тканинах-мішенях 

Показано, що обмін сфінголіпідів посилюється у старих щурів у порівнянні з 

молодими в печінці [22] і структурах мозку (стриатумі, гіпокампі і фронтальній корі 

великих півкуль) [19, 20]. Накопичення цераміду в старості в печінці і гепатоцитах 

супроводжується зниженням вмісту CФМ і посиленням активності кислої і 

нейтральній СФМаз [18, 21]. Вікове підвищення продукції і накопичення цераміду 

може бути індуковано в різних типах клітин шляхом перевантаження попередником 

сфінголіпідів – пальмітинової кислотою. Внесення насичених ЖК в раціон мишей 

статистично значимо збільшувало вміст цераміду в печінці і камбаловидній м'язі, 

тоді як міріоцин, інгібітор активності СПТ1, введений тваринам блокував продукцію 

цераміду в тканинах [269]. Додавання пальмітинової кислоти в середовище інкубації 

гепатоцитів індукує значне накопичення цераміду в клітинах [330-333]. Індуковане 

пальмітинової кислотою накопичення цераміду в клітинах печінки і астроцитах 

блокувалось інгібітором СПТ1 (L-циклосерином) або церамідсінтази (фумонізином 

В1), відповідно, але не інгібітором кислої СФМази [273, 332]. 

Встановлено, що в клітинах печінки 3-місячних щурів інкубація клітин в 

присутності пальмітинової кислоти і С2-цераміду призводить до гальмування 

стимульованого інсуліном поглинання глюкози і утворення глікогена (Рис. 3.42). 

Міріоцин підвищує, але не відновлює повністю стимульоване інсуліном поглинання 

глюкози і утворення глікогена в молодих гепатоцитах, оброблених пальмітиновою 

кислотою і С2-церамідом (Рис. 3.42). 
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Рис. 3.42 Вплив пальмітинової кислоти і С2-цераміда на стимульовані 

інсуліном поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози і утворення [

14
C]глікогена у 

гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо «контролю», p <0,05; # – статистично 

значимо щодо «інсуліна», p <0,05  

У попередніх розділах даної роботи було показано, що міріоцин нормалізує 

вміст ендогенних церамідів в гепатоцитах старих щурів і молодих гепатоцитах, 

культивованих за наявності як С2-цераміду, так і пальмітинової кислоти, що 

свідчить про те, що активація синтеза цераміду de novo є важливою причиною його 

накопичення в клітинах печінки. Ендогенні С2-церамід і пальмітинова кислота 

повністю пригнічують активуючу дію інсуліна як на ФЛД (розділ 3.3), так і на обмін 

глюкози в гепатоцитах молодих тварин. Однак нормалізація вмісту церамідів за 

допомогою інгібітору синтеза сфінголіпідів міріоцина повністю відновлює 

стимулюючу дію інсуліна на ФЛД в нечутливих до інсуліна клітинах молодих 

щурів, що свідчить про те, що пальмітинова кислота і С2-церамід переважно діють 

на ФЛД в стимульованих гормоном клітинах, збільшуючи вміст ендогенних знову 

синтезованих церамідів. У той же час міріоцин підсилює, але не відновлює дію 

інсуліна на транспорт глюкози і синтез глікогена в гепатоцитах нечутливих до 

інсуліна. Отримані дані можуть свідчити про те, що знову синтезовані цераміди 
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пригнічують ФЛД-залежну ланку сигналінгу інсуліна і не впливають на інші шляхи 

сигнальної трансдукції інсуліна в даних умовах експерименту. 

Паклітаксел і доксорубіцин є цитотоксичними препаратами, які здатні 

індукувати накопичення цераміду в клітинах як по шляху синтеза de novo, так і 

активуючи сфінгомієлінази [300]. При цьому механізми утворення цераміду для 

паклітакселу можуть залежати від концентрації цитостатика: при низьких 

концентраціях він індукує активацію кислої СФМази, а високі концентрації 

необхідні для запуску синтеза цераміду de novo [300]. У розділі 3.2 було показано, 

що інгібітор синтеза сфінголіпідів міріоцин і інгібітори кислої і нейтральної 

СФМази іміпрамін і GW4869 знижують індукований паклітакселом або 

доксорубіцином вміст міченого цераміду в молодих гепатоцитах [196]. Крім того, 

тільки міріоцин відновлює активацію інсуліном ФЛД в клітинах печінки 

передінкубірованних з паклітакселом. Для доксорубіцину показано відновлення 

вмісту церамідів в клітинах печінки до рівня молодих тварин і відновлення 

стимульованої інсуліном активації ФЛД (розділ 3.2) при дії суми інгібіторів обміну 

сфінголіпідів. 

На даному етапі роботи встановлено пригнічення інсулін-стимульованого 

поглинання глюкози під дією паклітакселу (Рис. 3.43). При спільній дії паклітакселу 

з міріоцином або іміпраміном спостерігається посилення поглинання глюкози 

клітинами печінки на 25 % і 29 %, відповідно, порівняно з контролем до інсуліна. 

Сума інгібіторів запобігає пригніченню паклітакселом інсулін-залежного 

поглинання глюкози в гепатоцитах молодих щурів. 

Нормалізація рівня церамідів в доксорубіцин-оброблених клітинах за 

допомогою "коктейлю" інгібіторів супроводжувалася відновленням відповіді 

гепатоцитів на дію інсуліна.  

У попередньому розділі встановлено, що внесення всіх інгібіторів ключових 

ферментів синтеза цераміду (міріоцина) і продукції цераміду зі сфінгомієліна 

(GW4869, іміпраміна) в середовище інкубації гепатоцитів посилювало активацію 

ФЛД (розділ 3.3). 
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Рис. 3.43 Вплив паклітакселу і інгібіторів синтеза сфінголіпідів і 

сфінгомієліназ на індуковане інсуліном поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози в 

гепатоцитах 3-місячних щурів  

Примітки:  

1. Білі стовпці – контроль (0,9 % NaCl), заштриховані стовпці – інсулін  

2. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна, р≤0,05  

Внесення інгібіторів обміну сфінголіпідів в середовище інкубації клітин 

печінки запобігало доксорубіцин-індукованому пригніченню поглинання                  

2-деокси-[
3
H]-D-глюкози під дією інсуліна в гепатоцитах (Рис. 3.44). 

Більш того, інгібування активності ФЛД за допомогою специфічного 

інгібітору, галопеміда, що передує фармакологічної даун регуляції рівня цераміда в 

клітинах, пригнічує стимульоване інсуліном поглинання глюкози в гепатоцитах 

(Рис. 3.44). Ці результати підтверджують і розширюють уявлення про значну роль 

ФЛД в регуляції метаболізму глюкози в первинних гепатоцитах, стимульованих 

інсуліном. 
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Рис. 3.44. Вплив доксорубіцину, інгібіторів обміну сфінголіпідів і галопеміда 

на індуковане інсуліном поглинання 2-деокси-[
3
H]-D-глюкози в гепатоцитах            

3-місячних щурів  

Примітки:  

1. 1 – Контроль; 2 – Доксорубіцин; 3 – Доксорубіцин + сума інгібіторів; 4 – 

Доксорубіцин + сума інгібіторів + галопемід 200 нМ; 5 – Доксорубіцин + сума 

інгібіторів + галопемід 300 нМ  

2. *** – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9% NaCl), р≤0,05  

Таким чином, індуктори утворення цераміду – пальмітинова кислота,            

С2-церамід, паклітаксел і доксорубіцин повністю пригнічують стимулювання 

інсуліном поглинання глюкози. Введення інгібітора синтеза цераміду de novo 

міріоцина частково знімає ефекти пальмітинової кислоти, С2-цераміду на інсулін-

залежне поглинання глюкози молодими клітинами, що свідчить про участь інших 

шляхів утворення цераміду в клітинах. Міріоцин і іміпрамін також частково 

підвищують поглинання глюкози клітинами печінки порушене паклітакселом і 

доксорубіцином, а введення суми інгібіторів (міріоцина, іміпраміна і GW4869) 

відновлює відповідь клітин практично повністю. Таким чином, пригнічення різних 

шляхів утвроення цераміду призводить до відновлення чутливості клітин печінки до 

дії інсуліна при моделюванні стану резистентності за допомогою попередників 

синтеза і індукторів утворення сфінголіпіда цераміда. Крім того, використання 

специфічного інгібітора ФЛД – галопеміда – на тлі підвищення і корекції рівня 
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цераміду за допомогою цитотоксичного препарату та інгібіторів обміну 

сфінголіпідів, підтверджує ключову роль ФЛД в процесі регуляції інсуліном обміну 

глюкози в клітинах печінки 

 

3. 4 Корекція вікового зниження чутливості тканин до дії інсуліна 

3. 4. 1 Корекція вікового зниження чутливості фосфоліпаза Д-залежної 

ланки сигнального каскаду інсуліна 

Сфінголіпіди – це клас біологічно активних молекул, залучених в регуляцію 

фізіологічних процесів, таких як ріст клітин, апоптоз, аутофагія, ангіогенез, 

запалення і нейродегенерація. Сфінголіпіди грають важливу роль в розвитку 

резистентності клітин-мішеней до дії інсуліна. Модуляція вмісту сфінголіпідів в 

тканинах-мішенях дії інсуліна в умовах in vivo та в експериментах на культивованих 

клітинах, як правило, супроводжується зміною їх чутливості до дії гормону. 

Найбільш активними інгібіторами різних ланок сигнальної трансдукції інсуліна є – 

цераміди і гангліозиди. Інсулінорезистентність, індукована висококалорійною 

дієтою або інфузією ліпідів, супроводжується накопиченням в м'язовій тканині і 

печінці не тільки попередника синтеза сфінголіпідів de novo – пальмітинової 

кислоти, але і цераміду [155, 156]. У той час, як інгібітори ключового ферменту 

синтеза сфінголіпідів (СПТ) – міріоцин і циклосерин перешкоджають накопиченню 

цераміду і нормалізують гомеостаз глюкози в організмі. За допомогою аналогів 

цераміду показано, що в м'язовій тканині цераміди інгібують важливу ланку 

сигналінгу інсуліна, а саме – протеїнкіназу Akt/ПКB (ЄС 2.7.11.1) за допомогою 

пригнічення транслокації ферменту в плазматичну мембрану і/або 

дефосфорилювання протеїнкінази під дією протеїнфосфатази А2 (ЄС 3.1.3.16), що є 

мішенню цераміду в різних клітинах [335, 336]. Екзогенні гангліозиди GM3 

інгібують фосфорилювання тирозину інсулінового рецептора і IRS-1 в адипоцитах 

3T3 L1 [335]. Різні інгібітори синтеза глюкозілцерамідів [336, 337], також як і нокаут 

ферментів [338, 339] в клітинах м'язової тканини і печінки підсилюють стимуляцію 
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інсуліном фосфорилювання інсулінового рецептора, Akt/ПКB і mTOR. У той же час, 

порушення синтеза і зниження вмісту СФМ, але не гангліозидів GM3 в печінці, 

м'язовій і жировій тканині, і плазматичних мембранах клітин печінки мишей, що 

характеризуються дефіцитом СФМсінтази 2 або другої субодиниці СПТ, є 

важливою причиною збільшення чутливості тканин до дії інсуліна [340]. Важливим 

є те, що вміст цераміду підвищується в печінці і м'язовій тканині, але не змінюється 

в плазматичних мембранах клітин печінки СФМсінтаза-дефіцитних тварин і суттєво 

знижується в мембранах СПТ-нокаутних мишей. З огляду на ці дані і результати 

інших досліджень [341, 342] можна припустити, що цераміди і гангліозиди не є 

єдиними медіаторами у розвитку інсулінорезістентності в тканинах мішенях.  

Підвищення вмісту СФМ в плазматичних мембранах адипоцитів і еритроцитів 

передує розвитку резистентності до дії інсуліна і гіперінсулеміі у пацієнтів з 

ожирінням [343]. Дефіцит СФМсінтази 2 і порушення синтеза СФМ у нокаутних 

тварин запобігає індукції під дією високожирової дієти ожиріння і 

інсулінорезистентності [342]. Пригнічення експресії СФМсінтази за допомогою 

siRNA також знижує в клітинах HepG2 вміст великих ліпідних крапель і 

триацилгліцерина в печінці лептин-дефіцитних мишей ob/ob. СФМсінтаза 2 

локалізована в ліпідних мікродоменах і частково асоційована з транспортером 

жирних кислот – CD36/FAT і кавеоліном 1. Оскільки СФМсінтаза 2 модулює вміст 

СФМ в ліпідних платформах, автори роблять висновок, що саме конформаційні 

зміни мембран опосередковують участь ферменту в регуляції процесу ожиріння і 

діабету 2 типу. З огляду на те, що СФМ є компонентом ліпідних рафт, які відіграють 

важливу роль в компартменталізації інсулінового сигналінгу, можна вважати, що 

зміна вмісту СФМ і зміна впорядкованості ліпідного бішару плазматичних мембран 

є важливою причиною порушення сигнальної трансдукції інсуліна.  

В даний час залишаються невирішеними питання які саме сфінголіпіди і 

порушення яких ланок метаболізму сфінголіпідів грають ключову роль в розвитку 

інсулінорезистентності в клітинах печінки в старості. Зважаючи на це метою цієї 

роботи було вивчення дії специфічних інгібіторів ферментів синтеза і деградації 
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СФМ і цераміда на здатність старих клітин печінки адекватно відповідати на дію 

інсуліна. 

Застосовувані в роботі інгібітори обміну сфінголіпідів не чинили істотного 

впливу на життєздатність клітин печінки (Рис. 3.45).  

 

Рис. 3.45 Вплив інгібіторів метаболізму сфінголіпідів на життєздатність 

гепатоцитів щурів 24-місячного віку  

Встановлено, що в клітинах печінки щурів в старості істотно підвищувався 

вміст знову синтезованого в присутності [
14

С]пальмітіновой кислоти цераміда і 

СФМ в клітинах печінки (Рис. 3.46). 

 

Рис. 3.46 Вплив міріоцина і фумонізина В1 на синтез цераміда і сфінгомієліна 

в ізольованих гепатоцитах 24-місячних щурів щурів  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з 3-місячними щурами, р<0,05; 

** – статистично значимо порівняно з контролем – 24-місячними щурами, р<0,05  
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З метою з'ясування можливого механізму вікових змін змісту цераміда і СФМ 

в гепатоцитах вивчали дію інгібіторів синтеза і деградації сфінголіпідів на 

гепатоцити старих щурів.  

Встановлено, що інгібітори метаболізму сфінголіпідів викликали значні зміни 

вмісту СФМ і цераміду в гепатоцитах старих 24-місячних щурів (Рис. 3.46). Так, 

додавання в культуральне середовище специфічного інгібітора ключового ферменту 

синтеза сфінголіпідів міріоцина [297] або інгібітору синтеза цераміду 

фумонізина В1 [345] пригнічувало синтез цераміду і СФМ в присутності 

[
14

С]пальмітинової кислоти (Рис. 3.46). У той же час, дослідженнями, раніше 

проведеними в нашій лабораторії, було показано, що інгібітори синтеза 

сфінголіпідів міріоцин і фумонізин В1 знижували вміст цераміду в гепатоцитах 

старих тварин [221], проте ці зміни не досягали рівня сфінголіпіда у молодих щурів. 

Згідно з отриманими даними в цій роботі можна припустити, що в старості шлях 

синтеза цераміду de novo не є основним, через що на наступному етапі даного 

дослідження були розглянуті інші шляхи утворення цераміду, зокрема участь в 

цьому процесі СФМаз (Рис. 3.47). 

Для з'ясування ролі СФМаз в зміні вмісту СФМ і цераміду в клітинах печінки 

в старості вивчали дію функціонального інгібітору кислої СФМази іміпраміна [310] 

і неконкурентного інгібітора нейтральної СФМази GW4869 [309]. Встановлено, що 

іміпрамін пригнічує активність кислої СФМази, але не впливає на нейтральну 

СФМазу в гепатоцитах (Рис. 3.47 А). Внесення в середовище інкубації клітин 

іміпраміна знизило вміст цераміду в гепатоцитах старих щурів [221], але не до рівня 

молодих тварин. Отримані результати свідчать про те, що іміпрамін надає 

специфічну дію на активність кислої СФМази і утворення цераміду в результаті 

активації кислої СФМази в клітинах печінки старих щурів. 

Інкубація гепатоцитів, виділених з печінки 24-місячних тварин, в присутності 

GW4869 супроводжувалася пригніченням активності нейтральної СФМази, але не 

кислого ферменту (Рис. 3.47 Б). 
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Рис. 3.47 Вплив іміпраміна і GW4869 на активність кислої і нейтральній 

сфінгомієліназ в ізольованих гепатоцтах 24-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з 3-місячними щурами, р<0,05; 

** – статистично значимо порівняно з контролем – 24-місячними щурами, р<0,05  

Встановлено, що вміст [
14

С]цераміда в клітинах 3- і 24-місячних щурів і 

«старих» гепатоцитах, преінкубованих за наявності [
14

С]пальмітату і суміші всіх 

інгібіторів обміну сфінголіпідів, призвело до зниження рівня знову синтезованого 

цераміда практично до рівня молодих тварин (Рис. 3.48).  

.  

Рис. 3.48 Вплив суми інгібіторів метаболізму сфінголіпідів (міріоцин, 

фумонізин В1, іміпрамін, GW4869) на вміст [
14

C]цераміда в гепатоцитах старих 

щурів  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з інтактними гепатоцитами        

3-місячних щурів, р<0,05; ** – статистично значимо порівняно з інтактними 

клітинами печінки 24-місячних щурів, р<0,05  
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Цераміди займають центральне місце в синтезі всіх складних сфінголіпідів, 

локалізовані в мембранах клітин і накопичуються в клітинах у відповідь на дію 

стресу і в старості [18, 20, 328]. Існує три основних шляхи продукції церамідів в 

клітинах. Найбільш вивченим є шлях синтеза цераміду de novo, який починається 

реакцією конденсації серина і пальмитоїл-СоА і утворенням 3-кетосфінганіна. Ця 

реакція каталізується швидкість лімітуючим ферментом – СПТ. Подальша активація 

3-кетосфінганінредуктази (ЄС 1.1.1.102), (дигідро)церамідсінтази (ЄС 2.3.1.24) і 

(дигідро)цераміддесатурази (ЄС 3.4.24.81) приводить до перетворення цих 

проміжних продуктів в церамід. Гідроліз СФМ – наступний шлях утворення 

цераміду. Різні СФМази, що розрізняються по оптимуму рН і локалізації в клітині, 

гідролізують СФМ, що призводить до вивільнення фосфорилхоліну і накопичення 

цераміду. З огляду на те, що СФМ є найбільш поширеним сфінголіпідом в клітинах 

ссавців, можна вважати, що СФМаза-залежний шлях грає важливу роль в 

накопиченні цераміду. Однак і інші складні сфінголіпіди можуть бути джерелом 

цераміду в клітинах. Концентрація цераміду в клітинах може збільшуватися в 

результаті деградації глюкозилцераміда і церамід-1-фосфату або в процесі 

реацилювання сфінгозина. 

Показано важливу роль церамідів в порушенні ФЛД-залежного сигналінгу 

інсуліна в клітинах печінки старих щурів [221]. Встановлено, що при культивуванні 

гепатоцитів старих щурів 24-місячного віку в присутності інгібіторів de novo 

синтеза сфінголіпідів – міріоцина і фумонізина В1 – відбувається часткове 

відновлення індукованої інсуліном активації ФЛД, однак інтенсивність цього 

процесу не повертається до рівня молодих тварин (Рис. 3.49).  

Крім того, внесення в середовище інкубації клітин печінки старих тварин 

інгібіторів сфінгомієліназної активності – іміпраміна і GW4869 – також лише 

частково відновлює гормон-залежну активацію ФЛД (Рис. 3.49). У той же час, 

поєднана дія всіх вивчених інгібіторів обміну сфінголіпідів приводить до повного 

відновлення індукції інсуліном активації ФЛД (Рис. 3.49). 
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Рис. 3.49 Вплив інгібіторів метаболізму сфінголіпідів (міріоцин, 

фумонізин В1, GW4869, іміпраміна або сума всіх інгібіторів) на активацію 

інсуліном фосфоліпази Д в гепатоцитах 24-місячних щурів  

Примітка. * – статистично значимо щодо контролю до інсуліна (0,9 % NaCl), 

p<0,05  

У даній роботі встановлено, що при культивуванні клітин печінки старих 

тварин в присутності одного з інгібіторів синтеза або деградації сфінголіпідів 

відбувається зниження рівня цераміду, однак його вміст не відновлюється до рівня в 

гепатоцитах дорослих щурів. У той час, як в умовах поєднаної дії міріоцина, 

фумонізина В1, іміпраміна і GW4869 відбувалася корекція вмісту цераміду в старих 

клітинах печинки до рівня молодих щурів. Отримані дані узгоджуються з раніше 

отриманими результатами про зміну різних шляхів обміну сфінголіпідів в старих 

клітинах і свідчать про важливу роль кислої і нейтральної СФМаз, і синтеза 

сфінголіпідів de novo в накопиченні цераміду в гепатоцитах в старості. Крім того, 

зниження вмісту цераміду в результаті впливу індивідуальних інгібіторів синтеза 

сфінголіпідів або СФМазної активності супроводжується лише частковим 

відновленням чутливості до дії інсуліна ФЛД. Одночасне пригнічення всіх основних 
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шляхів утворення цераміду за допомогою суми всіх інгібіторів повністю відновлює 

чутливість ФЛД-залежного сигнального шляху до дії інсуліна. 

 

3. 4. 2 Вплив інгібіторів синтеза сфінголіпідів і сфінгомієліназ на 

регуляцію інсуліном метаболізма глюкози 

Раніше було встановлено підвищення вмісту церамідів в клітинах печінки, 

діафрагми і неокортексі 24-місячних щурів (розділ 3.2). У старості в клітинах 

печінки, діафрагми і неокортексі щурів відбувається пригнічення інсулін-залежної 

активації ФЛД і стимульованого гормоном обміну глюкози (розділ 3.2). Підвищення 

концентрації цераміду і порушення активації інсуліном ФЛД в тканинах-мішенях 

гормону спостерігалося при моделюванні стану порушення чутливості клітин до дії 

гормонального стимула у молодих 3-місячних щурів за допомогою дієти з високим 

вмістом насичених жирних кислот (розділ 3.2). Крім того, при моделюванні стану 

порушення чутливості клітин печінки, діафрагми і неокортексу у молодих                

3-місячних щурів за допомогою екзогенного С2-цераміду або попередника синтеза 

ендогенних церамідів – пальмітинової кислоти, або індукторів накопичення 

цераміду – паклітакселу та доксорубіцину відзначено підвищення вмісту 

ендогенних церамідів і пригнічення інсулін-залежної активації ФЛД (розділ 3.2). 

ФЛД грає важливу роль в процесах везикулярного транспорту, в тому числі і 

інсулін-залежного транспорту глюкози клітинами [12]. 

Церамід є інгібітором ряду сигнальних молекул, що беруть участь в реалізації 

ефектів інсуліна в клітинах і тканинах-мішенях. Показано, що підвищений вміст 

цераміду в м'язових клітинах, клітинах печінки, адипоцитах супроводжується 

пригніченням фосфорилювання Akt/ПКВ, порушенням інсулін-залежного 

поглинання глюкози і розвитком інсулінорезистентності [179, 311-315, 346-349]. 

Також церамід пригнічує активацію ФЛД. 

Показано, що при дії міріоцина – специфічного інгібітора СПТ, ключового 

ферменту синтеза сфінголіпідів – на гепатоцити старих 24-місячних щурів 

спостерігалось зниження вмісту церамідів і часткове відновлення активації 
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інсуліном ФЛД (розділ 3.2). Зниження рівня церамідів в інсулінорезистентних 

тканинах за допомогою фізичних навантажень або за допомогою специфічних 

інгібіторів синтеза сфінголіпідів (міріоцина, фумонізина В1) супроводжується 

відновленням чутливості клітин до інсуліна і інсулін-залежного обміну глюкози 

[313, 314]. 

З огляду на важливу роль цераміду в пригніченні ключових молекул-учасниць 

сигнального каскаду інсуліна і в розвитку інсулінорезистентності клітин-мішеней, 

на даному етапі дослідження важливим є вивчення впливу специфічних інгібіторів 

синтеза сфінголіпідів і сфінгомієлінази на інсулін-залежний поглинання глюкози 

клітинами печінки старих 24-місячних щурів. 

Встановлено, що в гепатоцитах 24-місячних щурів інсулін не викликає 

статистично значущих змін в поглинанні міченої глюкози і утворенні глікогена 

клітинами в порівнянні з гепатоцитами молодих 3-місячних щурів (Рис. 3.50).  

Внесення в середовище інкубації клітин печінки старих тварин інгібітора СПТ 

1 міріоцина і інгібітору кислої СФМази іміпраміна супроводжувалось частковим 

відновленням інсулін-залежного поглинання міченої глюкози (Рис. 3.50) на 30 % і 

15 %, відповідно.  

При внесенні в середовище інкубації клітин печінки суми всіх інгібіторів 

встановлено підвищення поглинання глюкози на 90 % в порівнянні з інтактними 24-

місячними гепатоцитами. Ця зміна склала 76 % від рівня поглинання глюкози 

гепатоцитами 3-місячних щурів. Holland і співавтори показали, що гальмування 

синтеза цераміду de novo шляхом фармакологічного пригнічення СПТ1 може 

запобігати інсулінорезистентності, яка викликана кортикостероїдами, насиченими 

жирами і в генетичній моделі ожиріння [269].  

Крім того, фармакологічне інгібування СПТ1 в м'язових клітинах людини 

запобігає інгібуванню стимульованого інсуліном синтеза глікогена індукованого 

пальмітинової кислотою [198]. Також при моделюванні ожиріння та 

інсулінорезистентності у мишей за допомогою високожирової дієти було показано, 
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що в литковому м'язі мишей, які страждають ожирінням, міріоцин відновлює 

фосфорилювання Akt/ПКВ і GSK3β інсуліном [296].  

 

 

Рис. 3.50 Вплив міріоцина, іміпраміна, GW4869 і суми інгібіторів на інсулін-

залежне поглинання глюкози (А) і утворення глікогена (Б) гепатоцитами                 

24-місячних щурів  

Примітки:  

1) Білі колонки – контроль до інсуліна (0,9% NaCl), темно-сірі колонки – 

інсулін  

2) * – статистично значимо порівняно з контролем до інсуліна (0,9% NaCl), 

р≤0,05  

Посилення обміну і накопичення цераміду спостерігається при старінні і 

стресових впливах в різних типах клітин [344, 346, 347]. Показано, що в клітинах 

печінки щурів старіння супроводжується зниженням вмісту СФМ і посиленням 
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активності кислої і нейтральної СФМаз [18, 21]. Показано, що в гепатоцитах щурів 

активація нейтральної СФМзи фактором некрозу пухлин альфа супроводжується 

пригніченням утворення глікогена клітинами [348]. Крім того, ці автори показують, 

що гальмування процесу синтеза глікогена СФМазой не залежить від утворення 

цераміду ферментом, а регулюється безпосередньо СФМазой. З огляду на цей факт, 

можна припустити в умовах сьогодення експерименту пригнічення СФМаз 

специфічними інгібіторами сприяє відновленню індукованого інсуліном утворення 

глікогена. 

З метою з'ясувати, які шляхи утворення ендогенних церамідів в тканині 

неокортексу задіяні в старості на наступному етапі цього дослідження були 

використані специфічні інгібітори синтеза сфінголіпідів і СФМаз. Встановлено, що 

в неокортексі старих щурів статистично значимо знижують вміст цераміду – 

інгібітор СПТ 1 (міріоцин), інгібітор нейтральної СФМази (GW4869). Іміпрамін – 

інгібітор кислої СФМази не впливає на вміст цераміду в неокортексі старих тварин. 

У той же час, максимальний ефект на вміст церамідів надає сума всіх використаних 

інгібіторів (Рис. 3.51). 

 

Рис. 3.51 Вплив інгібіторів синтеза сфінголіпідів на утримання церамідів в 

неокортексі щурів 24-місячного віку  

Примітка. * – статистично значимо порівняно з контролем, p≤0,05  
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Раніше в нашій лабораторії було показано, що в клітинах печінки 24-місячних 

тварин ФЛД-залежна ланка сигнального каскаду інсуліна не активується у відповідь 

на дію гормону [221]. Внесення в середовище інкубціі гепатоцитів старих щурів 

інгібіторів обміну сфінголіпідів відновлює відповідь клітин на дію інсуліна [221]. 

Інкубування тканини неокортексу 24-місячних щурів за наявності інгібітора синтеза 

цераміду (міріоцина), інгібітора нейтральної СФМази (GW4869), інгібітора кислої 

СФМази (іміпраміна) і суми інгібіторів відновлює активацію інсуліном ФЛД 

порівняно з контрольною тканиною (Рис. 3.52).  

 

Рис. 3.52 Вплив інгібіторів метаболізму сфінголіпідів і галопеміда на індукцію 

інсуліном активації фосфоліпази Д в неокортексі 24-місячних щурів  

Примітки:  

1) 1 – контроль; 2 – міріоцин; 3 – GW4869; 4 – іміпрамін; 5 – сума інгібіторів; 

6 – сума інгібіторів + галопемід (300 нМ)  

2) * – статистично значимо порівняно з 0,9 % NaCl, p≤0,05  

На клітинах меланоми було показано, що іміпрамін може впливати на 

активацію ФЛД не тільки через пригнічення накопичення церамідів, а шляхом 

посилення експресії ферменту в клітинах [267]. З огляду на ці дані, можна 

припустити, що в даних умовах експерименту іміпрамін не впливає на вміст 

церамідів в неокортексі, але може посилювати експресію ФЛД в нервових клітинах. 

Інкубація тканини неокортексу 24-місячних щурів за наявності інгібітора 

синтеза церамідів (міріоцина) або інгібіторів СФМаз (GW4869, іміпраміна) не 
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робить статистично значущого впливу на зміни базального рівня стимульованого 

інсуліном поглинання глюкози (Рис. 3.53).  

 

Рис. 3.53 Вплив інгібіторів метаболізму сфінголіпідів і галопеміда на 

активацію інсуліном поглинання глюкози неокортексом 24-місячних щурів  

Примітки:  

1) 1 – контроль; 2 – міріоцин; 3 – GW4869; 4 – іміпрамін; 5 – сума інгібіторів; 

6 – сума інгібіторів + галопемід (300 нМ)  

2) * – статистично значимо порівняно з 0,9 % NaCl, p≤0,05  

Міріоцин підвищує стимульований інсуліном вміст поглинання глюкози на 

50% порівняно з контрольною тканиною (Рис. 3.4.9). GW4869 збільшує поглинання 

глюкози на 100 % (Рис. 3.53). Сума всіх інгібіторів підсилює поглинання глюкози 

тканиною неокортексу на 105 % (Рис. 3.53). 

Крім того, встановлено, що внесення в середовище інкубації тканини 

неокортексу 24-місячних щурів інгібітора ФЛД, галопеміда, перед додаванням суми 

інгібіторів метаболізму сфінголіпідів, редукує активацію ФЛД (Рис. 3.52) і 

пригнічує стимульоване інсуліном поглинання глюкози (Рис. 3.53). 

Церамід є відомим інгібітором сигналінгу інсуліна в клітинах чутливих до дії 

гормону [160, 293]. Сфінголіпід шляхом дефосфорилювання, пригнічує активацію і 

транслокацию Akt/ПКВ в клітинну мембрану, тим самим пригнічуючи синтез 

глікогена в клітинах [233]. ФЛД є мішенню дії цераміду в клітинах [210, 211]. 

Церамід пригнічує активність ФЛД різними шляхами: пригнічуючи активність ПКС 
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і мономерних G-білків [249], шляхом даунрегуляції транскрипції гена ФЛД [243] 

або безпосередньо впливаючи на каталітичне ядро ферменту [251]. 

Коротколанцюгові екзогенні С2- і С6-цераміди пригнічують мітогенні ефекти ФЛД 

в фібробластах [249]. У попередніх роботах нашої лабораторії було встановлено, що 

внесення в середовище інкубації гепатоцитів екзогенного С6-цераміду, вибірково 

знижує активність і експресію ФЛД1 [185], редукує базальну і стимульовану 

інсуліном активність ФЛД і метаболізм глюкози в клітинах печінки [239]. Показано, 

що в клітинах коротколанцюгові екзогенні цераміди можуть піддаватися гідролізу 

до сфінгозина і включатися в синтез довголанцюгових церамідів, тим самим 

викликаючи підвищення рівня ендогенних довголанцюгових церамідів [210]. 

Внесення в середовище інкубації тканини неокортексу молодих щурів синтетичного 

С6-цераміду викликало підвищення вмісту мічених 
14

С-пальмітинової кислотою 

ендогенних церамідів. Крім того, збільшення рівня ендогенних церамідів 

супроводжувалося пригніченням інсулін-залежної ФЛД і поглинання глюкози в 

нервовій тканині. У той же час запобігання накопичення ендогенних церамідів за 

допомогою специфічного інгібітору синтеза cфінголіпідів, фумонізина В1, 

скасовувала інгібуючу дію С6-цераміду на активацію інсуліном ФЛД і поглинання 

глюкози. Таким чином, внесення в середовище інкубації тканини неокортексу щурів 

екзогенних церамідів призводить до індукції накопичення довголанцюгових 

ендогенних церамідів, які, ймовірно, опосередковують дію синтетичних 

сфінголіпідів на ФЛД-залежну ланку сигнального каскаду інсуліна. 

Раніше було показано, що в неокортексі і гіпокампі 24-місячних щурів у 

порівнянні з молодими 3-місячними тваринами підвищується вміст цераміду [329]. 

Крім того, показано, що поряд з підвищенням рівня церамідів в тканині неокортексу 

щурів в старості, відбувається також зниження чутливості ФЛД до дії інсуліна [199] 

і скасування стимулюючої дії гормону на процеси поглинання глюкози і синтеза 

глікогена в нервовій тканині [170]. Експериментальне збільшення вмісту церамідів в 

клітинах печінки за допомогою фармакологічних індукторів накопичення 

cфінголіпідів – доксорубіцину і паклітакселу – викликає пригнічення стимульованих 



155 

 
інсуліном активації ФЛД і поглинання глюкози [198]. Застосування інгібіторів 

синтеза cфінголіпідів і СФМаз запобігає накопиченню ендогенних церамідів і 

редукуючій дії на активацію інсуліном ФЛД і поглинання глюкози в клітинах 

печінки. Крім того, в клітинах печінки щурів 24-місячного віку інгібітори синтеза 

сфінголіпідів de novo (міріоцин, фумонізин В1) і інгібітори СФМаз (GW4869, 

іміпрамін) відновлюють чутливість гепатоцитів до дії інсуліна, що проявляється в 

активації поглинання глюкози і синтеза глікогена при стимулюванні клітин 

гормоном [198]. Застосування інгібіторів синтеза сфінголіпідів і СФМаз в тканині 

неокортексу 24-місячних щурів знижує вмісту ендогенних церамідів і відновлює 

активацію інсуліном ФЛД і поглинання глюкози в неокортексі. Пригнічення ФЛД 

специфічним інгібітором, галопемідом, після відновлення чутливості нервової 

тканини за допомогою суми всіх інгібіторів синтеза сфінголіпідів і СФМаз, показує, 

що ФЛД є ключовою ланкою сигнального шляху інсуліна і мішенню для дії 

ендогенних церамідів в неокортексі щурів. 

Таким чином, в даній роботі встановлено, що в гепатоцитах 24-місячних щурів 

пригнічення утворення цераміду за допомогою специфічних інгібіторів синтеза 

сфінголіпідів і СФМаз підвищує чутливість до інсуліна процесу поглинання 

глюкози. При цьому найбільш вираженою дією володіють інгібітор СПТ1 – 

міріоцин і інгібітор кислої СФМази – іміпрамін, а також сума всіх інгібіторів. 

Можна припустити, що важливу роль в пригніченні обміну глюкози клітинами 

печінки в старості відіграють як знову синтезовані цераміди, так і СФМази. Крім 

того, встановлено, що регуляція інсуліном активності ФЛД і метаболізму глюкози в 

неокортексі чутлива до внутрішньоклітинного вмісту антагоніста сигнальних шляхів 

інсуліна цераміда. Модуляція вмісту внутрішньоклітинних церамідів за допомогою 

специфічних інгібіторів метаболізму сфінголіпідів і СФМаз в неокортексі 24-

місячних щурів супроводжується відновленням відповіді нервової тканини до дії 

інсуліна, що проявляється в активації ФЛД-чутливої ланки сигнального каскаду 

гормону, а також посиленням поглинання глюкози тканиною. 
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Висновки до розділу 3 

Проведено аналіз отриманих даних і встановлено, що що ФЛД грає важливу 

роль в сигналінгу інсуліна в різних типах клітин- і тканин-мішеней гормону. ФЛД, 

що активується після ФІ3-кінази/Akt/ПКВ, є дуже чутливою до вмісту цераміду як в 

первинних гепатоцитах, так і в неокортексі. Пригнічення активації інсуліном ФЛД і 

поглинання глюкози за допомогою специфічного інгібітора галопеміда доводить 

участь ФЛД в процесі регуляції інсуліном метаболізму глюкози в клітинах печінки 

та неокортексі щурів. Модуляція активності ФЛД в клітинах за допомогою 

специфічних інгібіторів може бути зручним інструментом для зміни чутливості 

гепатоцитів до дії інсуліна. 

Встановлено, що у старості відбувається порушення активації ФЛД-залежного 

ланки сигнального каскаду інсуліна в клітинах печінки, м'язовій тканині (діафрагмі) 

і тканині неокортексу. В діафрагмі, печінці і неокортексі 3-місячних щурів дієта з 

високим вмістом насичених ЖК індукує синтез вільних ЖК і їх похідних ДАГ, ТАГ 

і цераміду та супроводжується порушенням активації інсуліном ФЛД. При 

моделюванні стану резистентності до дії інсуліна за допомогою екзогенних С2-

цераміду і пальмітинової кислоти відбувається зміна ліпідного спектра тканин-

мішеней інсуліна – підвищення вмісту цераміду. Це супроводжується скасуванням 

активації ФЛД при короткочасному впливі інсуліна. Використання інгібіторів 

синтеза сфінголіпідів і СФМаз показало, що саме знову синтезований церамід 

пригнічує ФЛД-залежну ланку сигнального шляху інсуліна при моделюванні стану 

резистентності в клітинах печінки молодих щурів за допомогою пальмітинової 

кислоти і С2-цераміду та індукторів накопичення церамідів протипухлинних 

препаратів – паклітакселу і доксорубіцину. 

Було розглянуто вікові особливості стимулювання інсуліном процесів 

поглинання глюкози і утворення глікогена в клітинах печінки, діафрагмі і 

неокортексі щурів 3- і 24-місячного віку. Встановлено порушення стимулювання 

гормоном процесів обміну глюкози, яке пов’язане з віковим підвищенням вмісту 

церамідів і блокуванням процесу активації ФЛД. Моделювання вікового підвищення 
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вмісту цераміду в клітинах печінки, діафрагми і неокортексі щурів за допомогою 

ендогенних попередників (пальмітинової кислоти і С2-цераміду) супроводжується 

зниженням чутливості тканин-мішеней до дії інсуліна. Пригнічення різних шляхів 

утвроення цераміду відновлює чутливість клітин печінки до дії інсуліна при 

моделюванні стану резистентності за допомогою попередників синтеза і індукторів 

утворення сфінголіпіда цераміда. Використання специфічного інгібітора ФЛД – 

галопеміда – на тлі підвищення і корекції рівня цераміду за допомогою 

цитотоксичного препарату та інгібіторів обміну сфінголіпідів, підтверджує ключову 

роль ФЛД в процесі регуляції інсуліном обміну глюкози в клітинах печінки. 

Вивчали дію специфічних інгібіторів ферментів синтеза і деградації 

сфінгомієліна і цераміда на чутливість клітин печінки та неокортексу до дії інсуліна. 

Встановлено, що при культивуванні клітин печінки старих та неокортексу тварин в 

присутності одного з інгібіторів синтеза або деградації сфінголіпідів відбувається 

зниження рівня цераміду, однак його вміст не відновлюється до рівня дорослих 

щурів. Зниження вмісту цераміду в результаті впливу індивідуальних інгібіторів 

синтеза сфінголіпідів або СФМазної активності супроводжується лише частковим 

відновленням чутливості до дії інсуліна ФЛД. Одночасне пригнічення всіх основних 

шляхів утворення цераміду за допомогою суми всіх інгібіторів повністю відновлює 

чутливість ФЛД-залежного сигнального шляху до дії інсуліна. 

Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено [165, 167, 

168, 169, 170, 183, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 209, 235, 236, 250, 254, 255, 274, 278, 

288, 298, 305, 318]. 



158 

 
ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі доведено, що ФЛД-залежна ланка сигнального каскаду 

інсуліна поряд зі стимульованим гормоном метаболізмом глюкози є чутливим до 

вікового і експериментально індукованого підвищення рівня ендогенних церамідів. 

Крім того, встановлено, що ефективним засобом корекції порушення чутливості 

клітин до дії гормональних стимулів в старості є модуляція вмісту церамідів за 

допомогою інгібіторів обміну сфінголіпідів, що є фармакологічними препаратами. 

1. У клітинах печінки, діафрагмі та неокортексі молодих статевозрілих щурів 

під дією інсуліна відбувається активація ФХ-специфічної ФЛД. Пригнічення 

активності даного ферменту за допомогою інгібіторів ФІ3-кінази (вортманіна і 

LY294002) і інгібіторів Akt/ПКВ (АП7Гл і ЛЮ7Гл) свідчить про активацію інсулін-

залежної ФЛД даунстрим від ФІ3-кінази і Akt/ПКВ, ключових учасників 

сигнального каскаду інсуліна, і знаходиться під іх контролем.  

2. В процесі блокування специфічними інгібіторамі індукованої інсуліном 

активації ФІ3-кінази, ФЛД і Akt/ПКВ в клітинах печінки і неокортексі молодих 

щурів відбувається пригнічення ефектів інсуліна на метаболізм глюкози, що 

свідчить на користь ключової ролі ФЛД в реалізації дії гормону на процеси 

поглинання і запасання глюкози, наряду із ФІ3-кіназою і Akt/ПКВ. 

3. У старості спостерігається пригнічення активації ФЛД-залежної ланки 

сигнального каскаду інсуліна і інсулін-залежного поглинання глюкози і утворення 

глікогена як в класичних тканинах-мішенях інсуліна (печинці і м’язовій тканині), 

так і в нервовій тканині, яка також знаходиться під дію гормону. 

4. Додавання екзогенних попередників синтеза і накопичення цераміду – 

пальмітинової кислоти і С2-цераміду, або індукторів накопичення сфінголіпідів 

(паклітакселу або доксорубіцину) до інкубаційного середовища, супроводжується 

посиленням утворення цераміду в гепатоцитах, м’язовій тканині і неокортексі 

молодих щурів. Пригнічення в даних експериментальних умовах активації 

інсуліном ФЛД і процесів поглинання глюкози і утворення глікогена, свідчить про 
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те, що ФЛД є ланкою чутливою до змін рівня церамідів в тканинах-мішенях дії 

інсуліна. 

5. За допомогою специфічних інгібіторів синтеза сфінголіпідів і СФМаз 

встановлено, що пальмітинова кислота і С2-церамід підвищують в клітинах- і 

тканинах-мішенях вміст цераміду за рахунок активації його синтеза de novo, в той 

час як паклітаксел і доксорубіцин індукують утворення цераміду як шляхом синтеза, 

так і за рахунок активації СФМаз. 

6. Введення інгібіторів синтеза сфінголіпідів і СФМаз в середовище інкубації 

клітин і тканин з віковими, а також експериментально індукованими порушеннями 

чутливості клітин до дії інсуліна, супроводжується відновленням активації 

інсуліном ФЛД і процесів поглинання глюкози і утворення глікогена в клітинах- і 

тканинах-мішенях. 
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сигналинг инсулина в старости. В: Харьковский национальный университет имени 

В.Н. Каразина, Научно-исследовательский институт биологии Харьковского 

национального университета имени В. Н. Каразина. Материалы VIII междунар. 

симп. «Биологические механизмы старения»; 2008 Мая 21-24; Харьков. Харьков, 

2008. с. 34. (Здобувач брав участь у проведенні експерименту та обговоренні 

результатів досліджень, оформлював одержані дані у вигляді тез доповіді). 

 

Статті, що додатково відображають зміст дисертації 

23. Бабенко Н. А., Белый А. Н., Харченко ВС. Роль церамидов с различной 

длиной ацильной цепи в нарушении функционального состояния клеток печени. 

Таврический медико-биологический. вестник. 2013 [cited 2017 Sep 30];3(61):29–34. 

1. Available from: http://www.csmu.edu.ua/res/200917/Tmbv_2013_16_1(3)__7.pdf 

(Здобувач брав участь у постановці експерименту, проведенні біохімічних 

дослідженнь, здійснював статистичний аналіз одержаних даних). 

 

Електронне видання 

24. Харченко ВС, Стороженко ГВ. Влияние насыщенных жиров диеты на 

содержание липидов и регуляцию инсулином фосфолипазы Д в тканях крыс. 

Research [Internet]. 2014 May 20 [cited 2017 Sep 30];ru1. Available from: 

http://www.labome.ru/research/The-effects-of-high-fat-diet-on-lipid-content-and-
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regulation-of-phospholipase-D-by-insulin-in-rat-ti.html Дата звернення 2014-05-20, 

дата обновления 2016-04-21 (Здобувач брав участь в плануванні та самостійно 

виконував експериментальну частину роботи, здійснював статистичний аналіз 

даних, оформлював одержані дані у формі статті). 

 

Апробація результатів дисертації 

 

1. VIIІ международный симпозиум «Биологические механизмы старения» 

Харьков, 21-24 мая 2008. Очна форма участі. 

2. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Фундаментальна та 

клінічна ендокринологія: проблеми, здобутки, перспективи (Сьомі Данилевські 

читання)». Харків, 21-22 лютого 2008. Очна форма участі. 

3. V національний конгрес патофізіологів України «Сучасні проблеми 

патофізіології від молекулярно-генетичних до інтегративних аспектів». Запоріжжя, 

17-19 вересня 2008. Заочна форма участі. 

4. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Проблемні питання 

ендокринології у віковому аспекті». Харків, 29-30 жовтня. 2009. Очна форма участі. 

5. ІХ международный симпозиум «Биологические механизмы старения».  

Харьков, 26-29 мая 2010. Очна форма участі. 

6. Науково-практична конференція «Досягнення та перспективи 

експериментальної та клінічної ендокринології (Одинадцяті Данилевські читання)». 

Харків, 1-2 березня 2012. Очна форма участі. 

7. Х международный симпозиум «Биологические механизмы старения».  

Харьков, 16-19 мая 2012. Заочна форма участі. 

8. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Ендокринна 

патологія у віковому аспекті».  Харків, 1-2 листопада 2012. Заочна форма участі. 

9. III International Symposium «Intracellular signaling and bioactive molecules 

design». Lviv Ukraine, 17-23 september 2012. Заочна форма участі. 
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10. Науково-практична конференція «Досягнення та перспективи 

експериментальної та клінічної ендокринології (Дванадцяті Данилевські читання)». 

Харків 14-15 березня 2013. Очна форма участі. 

11. ХІ Український біохімічний конгрес. Київ, 6-10 жовтня. 2014. Заочна форма 

участі. 

12. XIX з’їзд Українського фізіологічного товариства ім. П.Г. Костюка з 

міжнародною участю. Київ 2014. Заочна форма участі. 

13. Науково-практична конференція «Досягнення та перспективи 

експериментальної та клінічної ендокринології (Тринадцяті Данилевські читання)». 

Харків 13-14 березня 2014. Очна форма участі. 
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