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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

Akt (PKB) - протеїнкіназа В (Protein kinase B, PKB) 

AMPK 

 

ELISA 

 

IR 

IRS 

 

MAPK 

 

 

mTOR 

 

mTORC1 

 

mTORC2 

 

p70S6k 

 

PDK1 

 

PH 

 

PI3K 

Raptor 

 

 

-  кіназа, яка активується АМФ (AMP-activated kinase, 

AMPK) 

- твердофазний імуноферментний аналіз (Enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA) 

- інсуліновий рецептор (Insulin receptor, IR) 

- субстрат інсулінового рецептора (Insulin receptor 

substrate, IRS) 

- мітоген-активована протеїнкіназа (Mitogen-activated 

protein kinase, MAPK) 

- мішень рапаміцину у ссавців (Mammalian target of 

rapamycin kinase, mTOR) 

- мішень рапаміцину комплексу 1 (Mammalian target of 

rapamycin complex 1, mTORC1) 

- мішень рапаміцину комплексу 2 (Mammalian target of 

rapamycin complex 2, mTORC2) 

- рибосомальна протеїнкіназа S6 70 кДа (p70 ribosomal 

S6 kinase, p70S6k)  

- фосфоінозитид-залежна кіназа 1 (Phosphoinositide-

dependent kinase 1, PDK1) 

- домену гомології плекстрину (Pleckstrin homology 

domain, PH) 

- фосфатидилінозитол 3-кіназа (Phosphoinositide 3-

kinases, PI3K) 

- білок, регуляторно асоційований з mTOR (Regulatory 

associated protein of mTOR, Raptor) 
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rpS6 

 

S6k 

 

SH2 

БСА 

ЦД II 

 

 

 

- рибосомний білок S6 (Ribosomal protein S6) 

 

- рибосомальна протеїнкіназа S6 (Ribosomal protein S6 

kinase, S6k) 

- домен Src-гомології 2 (Src-homology-2 domain, SH2) 

- бичачий сироватковий альбумін 

- цукровий діабет II типу 

 

 

  



5 
 

ВСТУП 
 

Цукровий діабет є одним з найпоширеніших у світі хронічних захворю-

вань. Останнім часом ця недуга стала вивчатися як соціальна проблема, що 

стає все більш актуальною. На форму II типу припадає близько 90-95% всіх 

пацієнтів з діабетом та вважається, що до 2030 року на дане захворювання 

страждатимуть близько 439 мільйонів людей [2]. 

Цукровий діабет II типу є складним гетерогенним захворюванням, яке 

характеризується деструкцією β-клітин підшлункової залози і резистентністю 

до інсуліну. Стійкість до інсуліну є патологічним станом, при якому тканини-

мішені не реагують на нормальний рівень гормону. Зазвичай, пацієнти з да-

ною формою діабету схильні до ожиріння, і глобальна епідемія пояснює різке 

збільшення частоти і поширення захворювання. При цукровому діабеті II ти-

пу розвиваються деякі ускладнення, які призводять до серцево-судинних за-

хворювань, діабетичної невропатії, нефропатії, ретинопатії, раку [2,3]. 

Дане захворювання є однією із великих глобальних проблем в XXI 

столітті. Після зростання випадків захворювання на цукровий діабет II типу, 

основне значення в дослідженнях приділяють розумінню шляху передачі 

сигналів інсуліну [3]. 

Регуляція інсулін-опосередкованого метаболізму глюкози за допомогою 

РІ3К/Akt/mTORC1/p70S6k є ключовим в захворюванні. Білки, які беруть 

участь в даному сигнальному шляху, відіграють важливу роль в молекуляр-

них механізмах, які призводять до розвитку резистентності [17]. 

Рибосомальна S6 кіназа регулює різні клітинні процеси, включаючи си-

нтез білку, виживання та ріст клітин. p70s6k є низхідним ефектором РІ3К і 

потенційним кандидатом на негативну регуляцію субстратів інсулінового ре-

цептору (IRS). Комплекс mTORC1 хронічно активуються після надмірного 

поглинання глюкози або амінокислот, таким чином p70S6k збільшує фосфо-

рилювання IRS-1 по Ser, що негативно корелює з регуляцією передачі сигна-
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лів інсуліну. Такі фосфорилювання можуть спровокувати дисоціацію IRS від 

IR з інгібуванням низхідних ефекторів [34,39]. 

Метою роботи було дослідження активності кінцевої ланки каскаду 

РІ3К/Akt/ mTORC1/p70S6k у мононуклеарних клітинах крові хворих на цук-

ровий діабет 2 типу. Для досягнення мети необхідно було вирішити такі за-

вдання: 

1. Виділити мононуклеарні клітини з крові здорових та хворих на цукро-

вий діабет 2 типу. 

2. Встановити концентрацію білку в мононуклеарних клітинах крові 

здорових та хворих на цукровий діабет 2 типу. 

3. Визначити кількість p70S6k та фосфор-p70S6k в клітинному лізаті за 

допомогою методу імуноферментного аналізу. 

Експериментальна частина роботи виконувалася в Інституті ендокрино-

логії та обміну речовин ім. В.П.Комісаренка НАМН України 
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РОЗДІЛ 1 

 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Патофізіологія цукрового діабету II типу. Існує дві форми захво-

рювання, інсулінозалежний цукровий діабет I типу та інсулінонезалежний 

діабет II типу [2].  

Діабет II типу є складним гетерогенним захворюванням, яке характери-

зується деструкцією β-клітин підшлункової залози і резистентністю до інсу-

ліну. Резистентність першочергово розвивається в м’язових тканинах. Це си-

гналізує β-клітинам утворювати більше інсуліну для підтримання гомеостазу 

глюкози. Робота клітин порушується, відбувається неадекватна секреція ін-

суліну і, як наслідок, формується гіперглікемія. У свою чергу, гіперглікемія 

сприяє подальшій деструкції клітин підшлункової залози [1,2,3].  

Резистентність до інсуліну є поширеним патологічним станом, при яко-

му тканини-мішені не реагують на нормальний рівень інсуліну. Рівен вперше 

описав метаболічний синдром. Клінічно він визначається наявністю принай-

мні трьох з наступних станів: гіпертонія, підвищений рівень цукру в крові 

натщесерце, ожиріння, низький рівень холестерину ЛПВЩ та високий рівень 

тригліцеридів [4]. 

До патогенних процесів, що призводять до розвитку гіперглікемії нале-

жать: підвищення утворення глюкози в печінці, зниження поглинання глюко-

зи скелетними м’язами та збільшення секреції глюкагону. Інкретини є глюка-

гонподібними пептидами [GLP-1] та шлунковими інгібуючими поліпептида-

ми [GIP], що звільняються з кишечника у відповідь на приймання їжі та сти-

мулюють секрецію інсуліну. При цукровому діабеті II типу спостерігається 

порушення виділення інкретинів, що може розглядатися як вторинний про-

цес розвитку хвороби. Крім того, у нирках підвищується рівень рецепторів 

SGLT2, що призводить до підсиленої реабсорбції глюкози [1,5]. 
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Патологічна резистентність до інсуліну розвивається в результаті склад-

них взаємодій генотипу і способу життя (переїдання та відсутність фізичної 

активності). Чутливість до інсуліну в тканинах-мішенях регулюється цирку-

люючими факторами. До цих факторів належать ліпіди плазми, циркулюючі 

гормон і адипокіни та їхні відповідні сигнальні шляхи. Резистентність харак-

теризується зниженням чутливості до інсуліну у таких клітин: міоцити, ади-

поцити, гепатоцити та β-клітини підшлункової залози [5,6]. 

Було виявлено близько 50 генів, що пов’язані з підвищеним ризиком ді-

абету II типу, і більшість із них призводять до дефектів функції β-клітин. За 

допомогою технології дослідження геномних асоціацій (GWAS) у 2007 році 

відбувся прорив у ідентифікації генів, які відповідальні за розвиток цукрово-

го діабету 2 типу. Відомо, що сильний зв’язок з розвитком захворювання ма-

ють однонуклеотидні поліморфізми в генах TCF7L2, SLC30A8, FTO, 

CDKAL1, CDKN2A, CDKN2B, HHEX, IGF2B2, GCKR, KCNJ11, MTNR1B, 

PPARG2 [2,3]. 

Відомо, що KCNJ11 кодує острівцеві АТФ-чутливі калієві канали; 

TCF7L2 регулює експресію гена проглюкагона; IRS-1 впливає на дію інсулі-

ну; MTNR1B корелює з ендогенним лігандом – мелатоніном, який опосеред-

ковує циркадні ритми і впливає на метаболічну регуляцію; PPARG2 контро-

лює транскрипційний фактор для диференціювання адипоцитів; IGF2B2 заді-

яний у розвитку підшлункової залози; HHEX впливає на розвиток β-клітин. 

Крім того, багато із даних локусів є терапевтичними мішенями для лікарсь-

ких препаратів від ЦД II, наприклад, KCNJ11 та PPARG2 є мішенями для 

препаратів сульфонілсечовини та тіазолідиндіона відповідно [2]. 

На розвиток ЦД II важливе значення має спосіб життя. Зазвичай, пацієн-

ти з діабетом II типу страждають ожирінням, і глобальна епідемія пояснює 

різке збільшення частоти і поширення захворювання. Не тільки ступінь ожи-

ріння впливає на розвиток діабету, а й місце накопичення жиру. Відкладення 

у верхній частині тіла, включаючи вісцеральне ожиріння, пов’язані з метабо-

лічним синдромом, діабетом II типу та серцево-судинними захворюваннями. 
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Відомо три механізми, що пов’язані з ожирінням і цукровим діабетом: під-

вищення продукції адипокінів, включаючи фактор некрозу пухлини-α, рети-

нол-зв'язуючий білок 4, які сприяють формуванню резистентності до інсуліну 

та зниженню концентрації адипонектину; мітохондріальна деструкція; відк-

ладення жиру в печінці, скелетних м’язах [2,7,8].  

Існує низка даних, які засвічують, що вітамін D може відігравати потен-

ційну роль у боротьбі з ЦД II. Відомо, що у пацієнтів виявлені сезонні коли-

вання, при яких гіповітаміноз D, часто виникає зимою та викликає загострен-

ня. Дефіцит вітаміну D може негативно впливати на секрецію інсуліну безпо-

середньо через активацію рецептора вітаміну (VDR), або через гормони, що 

викликають кальціємію, а також через запалення. Крім того, вітамін впливає 

на чутливість до інсуліну, контролюючи потік кальцію через мембрану як у 

β-клітинах, так і у тканинах-мішенях [2].  

При цукровому діабеті II типу розвиваються деякі ускладнення, які при-

зводять до серцево-судинних захворювань, діабетичної невропатії, нефропа-

тії, ретинопатії, раку [1-3]. Серцево-судинні захворювання є основними при-

чинами смертності, потенційним механізмом якого є окисний стрес, який 

впливає на атерогенез і може призвести до окислення ліпопротеїдів низької 

щільності. Діабет може підвищувати ризик виникнення раку кишечника, пе-

чінки, сечового міхура, молочної залози, нирки. Гіперінсулінемія може під-

вищувати рівень IGF-1 (інсуліноподібний фактор 1), що позитивно корелює з 

ризиком виникнення раку. Крім того, ЦД II та рак мають багато спільних 

чинників ризику, таких як вік, ожиріння, малорухливий спосіб життя, курін-

ня, а також деякі психологічні фактори [2]. 

Після зростання у всьому світі ЦД 2, основним напрямком досліджень є 

розуміння сигнальних шляхів інсуліну, що впливають на це захворювання.  
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1.2. Внутрішньоклітинні механізми дії інсуліну 

1.2.1. Інсулін та його рецептор. Первинна структура інсуліну була 

виведена в середині 50-х років Фредом Сенгером. Інсулін – це поліпептидний 

гормон, який складається з двох ланцюгів – А і В, та має молекулярну масу 

5800 Да. Відомо, що ланцюг А побудований з 21 амінокислоти, а ланцюг В із 

30. Між собою ланцюги поєднані двома дисульфідними містками (А7-В7, 

А20-В19) [9,10,11]. 

Гормон синтезується β-клітинами острівців підшлункової залози у ви-

гляді ланцюга із 110 амінокислот та має назву препроінсулін. За допомогою 

сигнальної пептидази, яка розташована на внутрішній поверхні мембрани 

ендоплазматичного ретикулуму, відбувається розщеплення сигнальної послі-

довності препрогормону і після чого фермент розкладається [10].  

Проінсулін збирається всередині ендоплазматичного ретикулуму, де ві-

дбувається швидке утворення дисульфідних зв’язків. Протягом 10-20 хв, про-

інсулін транспортується з ендоплазматичного ретикулуму до апарату Голь-

джі, де відбувається його пакування в незрілі секреторні гранули. Загалом 

інсулін синтезується за 120 хв. Далі відбувається розщеплення проінсуліну з 

утворенням нативного інсуліну та С-пептиду за допомогою тіолредуктази. 

Основною функцією С-пептиду є зв’язування С-кінця В-ланцюга з N-кінцем 

А-ланцюга інсуліну. Вивільнення інсуліну з гранул відбувається шляхом ек-

зоцитозу при підвищенні концентрації глюкози в крові [10,11]. 

Рецептори інсуліну (ІR) відносяться до родини тирозинкіназних рецеп-

торів. У людини родина тирозинкіназних рецепторів налічує 60 членів, які 

розділені на 20 підродин, в залежності від структури та будови позаклітин-

них доменів [11,13]. 

Інсуліновий рецептор є гетеротетрамерним глікопротеїном. Рецептор 

складається з двох позаклітинних α-субодиниць та двох трансмембранних β-

субодиниць, які зв’язані дисульфідними містками [13]. 
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Налічують дві ізоформи рецептора (ІR-А та ІR-В), які відрізняються тим, 

що в ІR-В наявні 12 амінокислот на С-кінці α-ланцюга, які відсутні в ІR-A. 

ІR-В активується в тканинах-мішенях інсуліну, таких як печінка, м’язи, жи-

рова тканина, нирки. Активність ІR-A спостерігається в тканинах плоду та 

пухлин [9,13]. 

Рецептор інсуліну синтезуються у вигляді одноланцюгового препроре-

цептора з сигнальним пептидом, який розщеплюється котрансляцією. Попе-

редник рецептора глікозилюється котрансляційно, а потім складується та ди-

меризується за рахунок шаперонів кальнексину та кальретикулину. Далі по-

передник транспортується в апарат Гольджі, де відбувається розщеплення 

фуринпротеазою  з утворенням зрілого рецептору [13]. 

У позаклітинній ділянці інсулінового рецептора наявні два домени, які 

багаті на лейцин – L1 та L2. Розділяють лейцинові домени багаті цистеїном 

ділянки – CR. Було показано, що С-кінцева ділянка рецептора складається із 

трьох доменів фібронектину типу ІІІ - FnIII-1, FnIII -2, FnIII -3 [12]. FnIII-2 

переривається вставкою з 120 амінокислот, яка має сайт розщеплення фури-

ном, у такому випадку при розщепленні утворюються субодиниці α (135 кДа) 

і β (95 кДа). [12,13]. А – субодиниця знаходиться в позаклітинному просторі 

та має сайти зв’язування ліганду [13]. У β-субодиниці наявний трансмемб-

ранний сегмент, який відділяє позаклітинні ділянки FnІІІ-2 – FnІІІ-3 від внут-

рішньоклітинної  тирозинкінази (рис. 1.1.) [12,13,14]. 

На поверхні інсуліну наявні два асиметричні сайти зв’язування з рецеп-

тором – S1 та S2. Гормон зв’язується з α-субодиницею своїм S2 сайтом між 

FnІІІ-1 та FnІІІ-2. Паралельно відбувається взаємодія S1 з L1-CR-CT. Це при-

зводить до того, що у α-субодиниці між ділянками L2 та FnIII-1-FnIII-2 від-

бувається згинання таким чином, що домен L1-CR-CT протиставляється ан-

типаралельно FnIII-1-FnIII-2 (рис. 1.1.) [12,16]. 
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Рис. 1.1. Зв’язування інсуліну з рецептором [13]. 

Зв’язування інсуліну з α-субодиницею рецептора, призводить до його 

активації та утворення α2β2-комплексу в клітинній мембрані. На початкових 

етапах відбувається аутофосфорилювання β-субодиниці по залишках Tyr-

1158, Try-1162, Tyr-1163. Активність рецепторної тирозинкінази фосфорилює 

велику кількість внутрішньоклітинних субстратів [13,15,16]. 

1.2.2. Субстрати інсулінового рецептора. Родина субстратів інсуліно-

вого рецептора (IRS) складається з шести членів, найпоширенішими є IRS-1 

та IRS-2. IRS характеризуються наявністю NH2-кінцевого домену гомології 

плекстрину (PH), домену зв’язування фосфотирозину (PTB) та СООН-кінця 

(рис. 1.2.) [15,19,21]. 

Ділянка PH та PTB мають аналогічну структуру, але функціонально во-

ни різняться. Роль домену PH достовірно не відомо, але існує думка, що він 

сприяє зв’язуванню рецептора з білком. Ділянка PTB зв’язується з фосфори-

льованою ділянкою NPXpY в β-субодиниці IR. У СООН-кінці наявно близько 

20 сайтів фосфорилювання по тирозину [9,13]. 
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Рис. 1.2. Структура субстратів інсулінового рецептора: сині кола зобра-

жають позитивну регуляцію; червоні – негативну [19]. 

IRS-2 поширені в β-клітинах і гепатоцитах, а IRS-1 в ендотеліальних клі-

тинах та судинах. При фосфорилюванні, IRS слугують у якості опорних то-

чок для білків з доменами SH2 (Srchomology-2). Деякі залишки в хвості IRS 

фосфорилюються і зв’язуються з доменами SH2 сигнальних білків, напри-

клад, з регуляторною субодиницею р85 РІ3К, Grb2 (Growth factor receptor-

bound protein 2) або з білком Shc (рис. 1.2) [9,13,16,19]. 

1.2.3. Характеристика PI3K/Akt/mTOR сигнального шляху. На поча-

тковому етапі, після зв’язування інсуліну, відбувається аутофосфорилювання 

рецептора з послідуючим фосфорилюванням IRS. Фосфорилювання відбува-

ється на залишках тирозину, а потім субстрати можуть запускати два основні 

сигнальні шляхи. Перший шлях йде від Ras до мітоген-активованих кіназ 

(МАРК), що забезпечують регуляцію експресії генів, відіграють в рості та 

диференціюванні клітин. Ще один шлях, який запускають субстрати, шлях 

фосфатидилінозитол-3-кінази (РІ3К), що викликає фосфорилювання кінази 

Аkt/РКВ і відповідає за метаболічні дії інсуліну [18,22,23]. 
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Рис. 1.3. Сигнальний шлях інсуліну. Адаптовано за [22]. 
 

Фосфоінозитид-3-кінази входять до родини ліпідкіназ та здатні фосфо-

рилювати гідроксильну групу інозитольного кільця фосфатидилінозитолів. 

Кінази поділяються на 3 класи, що характеризуються наявністю гомологіч-

них ділянок. Найкраще вивченими є РІ3К, які входять до І класу та мають у 

своєму складі каталітичну та SH2-вмісну регуляторну субодиниці [17,18,19].  

У свою чергу, перший клас поділяється на дві підгрупи IA та IB. До 

складу РІ3К підгрупи ІА входять каталітична субодиниця р110 (α, β і δ) і ре-

гуляторна р85 (α, β). Регуляторна субодиниця р85 складається з домену Src-

гомології 3 (SH3), домену гомології BCR (BH), р110 з’єднувальної ділянки та 

С-кінцевого домену SH2 (рис.1.4.). На сьогоднішній день, відомо п’ять ізо-

форм регуляторної субодиниці: два білки 85 кДа (p85a, p85b), два білки 55 

кДа (p55a, p55g) та один білок 55 кДа (p50a) [17,21,24].  

Каталітична субодиниця р110 (α, β і δ) складається з N-кінцевого р85 

зв’язуючого домену, Ras-зв’язуючого домену, який містить велику кількість 
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проліну, домену гомології фосфатидилінозитол кінази (РІК), С-кінцевої ката-

літичної ділянки. Три різні ізоформи р110 (α, β і δ) відрізняються місцем роз-

ташування в тканинах. Субодиниці α і β поширені майже повсюдно, де впли-

вають на клітинну проліферацію і передачу сигналів інсуліну, а p110δ наявна 

тільки в лейкоцитах. Каталітична субодиниця РІ3К зазвичай зв’язана з регу-

ляторною, тому що у вільному стані р110 розпадається. Субстратами для 

РІ3К І класу є фосфатидилінозитол, фосфатидилінозитол-4-фосфат і фосфа-

тидилінозитол-4,5-біфосфат [18,19]. 

Підклас ІВ структурно складається з регуляторної р101 та каталітичної 

р110γ. Каталітична р110γ характеризується відсутністю N-кінцевого 

зв’язуючого домену [19]. 

 

Рис.1.4. Доменна організація РІ3К. Адаптовано за [25]. 

Відомо, що ген Pik3r1 кодує 65-75% всіх регуляторних субодиниць 

(р85α, р55α, р50α). Pik3r2 кодує близько 20% (р85β), а Pik3r3 – р55γ 

[19,20,26]. 

Активація РІ3К відбувається шляхом зв’язування двох ділянок SH2 ре-

гуляторних субодиниць з фосфорильованими тирозином мотивами YMPM в 

IRS білках. Водночас відбувається активація каталітичної субодиниці, яка 

починає фосфорилювати фосфатидилінозитол-4,5-біфосфат (РІР2) з утворен-
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ням фосфатидилінозитол (3,4,5) – трифосфат (РІР3). Останній впливає на те, 

щоб Akt зв’язалася з плазматичною мембраною (рис. 1.3.) [18,22,26]. 

За допомогою РІР3 відбувається активація фосфоінозитид-залежної кі-

нази 1 (PDK-1), яка своєю PH ділянкою зв’язується з мембранним РІР3. Фос-

фоінозитид-залежна кіназа 1 відповідальна за фосфорилювання 20 членів ро-

дини AGC кіназ в серинових/треонінових залишках (Thr-308 для Akt). Фос-

фатидилінозитол-3,4,5-трифосфат також активує PDK2, яка фосфорилює Akt 

в Ser-473 та є важливим для активації p70S6K, ферменту, який регулює син-

тез білку у відповідь на дію інсуліну [22,27]. 

Родина Akt мають схожу гомологію з протеїнкіназою А (РКА) на 68% та 

на 73% з протеїнкіназою С (РКС), тому Akt ще називають PKA і PKC-

асоційованою кіназою. Akt/ PKB є серин/треонінкіназою, має масу приблизно 

60 кДа та виступає посередниками в PI3K каскаді. Відіграє важливу роль у 

метаболізмі глюкози, апоптозі, проліферації клітин, транскрипції та міграції 

[18,26,27]. 

Виділяють такі підтипи Akt1, Akt2, Akt3, або їх ще називають як PKBα, 

PKBβ, PKBγ. Akt1 активуються у великій кількості тканин, тоді як Akt2 пере-

важно в чутливих до інсуліну. Akt3 поширені в мозку, легенях, серці, нирках, 

скелетних м’язах. Вважається, що Akt1 виконують регуляцію ліпідного обмі-

ну і стимулюють синтез глікогену в м’язах [27,28,29].  

До складу Akt входять N-кінцева регуляторна ділянка, яка ще називаєть-

ся доменом гомології плекстрину, також наявний кіназний каталітичний до-

мен та С-регуляторна ділянка (рис. 1.5.) [27,28,30]. 
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Рис. 1.4. Структурна організація Akt1 та Akt2. Адаптовано за [31]. 

Відомо близько 100 субстратів Аkt, деякі з них особливо важливі для пе-

редачі сигналів інсуліну. Основними субстратами вважаються: кіназа гліко-

генсинтази - 3β (GSK3 β), що блокує інгібування синтезу глікогену; AS160 - 

впливає на переміщення GLUT-4; фактори транскрипції FOXO - регулюють 

експресію генів в печінці; p21CIP1 та  p27KIP1 - блокують інгібування клі-

тинного циклу; PDE3b - гідролізують цАМФ; TSC2 (супресор туберозного 

склерозу) - задіяний в регуляції mTOR [13,30]. 

Аkt-залежна активація починається з фосфорилювання п’яти сайтів (Ser-

939, Ser-981, Ser-1130, Ser-1132 та Thr-1462) на туберині (TSC2). Відомо, що 

TSC2 в комплексі з TSC1 (хамартин) призводить до активації RHEB-GTP 

(представник родини Ras-білків). Фосфорилювання за допомогою Аkt приз-

водить до інгібування TCS1, TCS2, що дозволяє накопичуватися RHEB-GTP, 

як наслідок, активується mTORC1 (рис. 1.3.) [13,30]. 

Білки mTOR належать до родини серин/треонінових протеїнкіназ та ха-

рактеризуються наявністю таких доменів: N-кінцевого HEAT (huntingtin, 

elongation factor 3) у вигляді двох блоків, що забезпечують взаємодію між 

mTOR та іншими сигнальними білками; домену фокально-адгезивної кінази 

(FAT); рапаміцин зв'язуючого (FRB); кіназного (рис.1.5.). Відомо, що аміно-

кислотні залишки в кіназному домені схожі з каталітичним доменом РІ3К 

[13,30]. 
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mTOR є каталітичною субодиницею двох білкових комплексів - 

mTORC1 та mTORC2. Механічна мішень рапаміцину контролює ріст клітин 

шляхом стимулювання анаболічних процесів, включаючи синтез білків, ліпі-

дів, нуклеїнових кислот та шляхом пригнічення катаболічних процесів, таких 

як аутофагія. mTORC1 регулює концентрацію поживних речовин і інгібуєть-

ся рапаміцином, а mTORC2 не проявляє чутливість до поживних речовин, та 

не завжди інгібується рапаміцином [13,30,32]. 

Гомодимер mTORC1 складається з таких основних субодиниць: mTOR, 

рапаміцин чутливого адаптерного білку Raptor (regulatory associated protein of 

mTOR), mLST8 (mammalian lethal with Sec-13 protein 8), PRAS40 (proline-rich 

Akt substrate of 40 kDa) та Deptor (domain-containing mTOR-interacting protein) 

(рис.1.5.). Raptor регулює димеризацію та сублокалізацію комплексу та спри-

яє зв’язуванню з субстратами. PRAS40 функціонує як негативний регулятор 

при зв’язуванні з mTORC1 і дисоціює від комплексу у відповідь на стимуля-

цію інсуліном. Субодиниця mLST8 залучена в активації mTORC1 амінокис-

лотами. Білок Deptor нещодавно був описаний як інгібітор mTOR, здатний 

пригнічувати як mTORC1, так і mTORC2. [33,34]. 

Основними регуляторами mTORC1 є поживні речовини, фактори росту 

та амінокислоти. Відомо, що даний комплекс контролює ріст та проліфера-

цію клітин, сприяє синтезу білків та ліпідів. Активований комплекс регулює 

трансляцію білку за допомогою активації p70S6k [33,34]. 

Комплекс mTORC2 має у своєму складі схожі субодиниці з mTORC1, 

але існують деякі відмінності, замість білку Raptor у mTORC2 наявний нечу-

тливий до рапаміцину білок Rictor (рис.1.5.). Також, наявна субодиниця Sin1 

(stress-activated protein kinase-interacting protein 1), яка є важливою у форму-

ванні комплексу та для регулювання кіназної активності mTOR. Активований 

mTORC2 фосфорилює Akt по Ser-473. Також, комплекс взаємодіє з пухлин-

ним супресовом Rb. Недавні дослідження показали, що Rb інгібує активність 

Akt, перешкоджаючи mTORC2-опосередкованому фосфорилюванню по Ser-
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473. Комплекс mTORC2 регулює виживання клітин та організацію цитоске-

лету [22,34]. 

Важливо відмітити, що активація mTORC1 регулює активність 

mTORC2. Комплекс mTORC1 залучений в фосфорилюванні Rictor за допо-

могою активації p70S6k. Фактично, рибосомальна протеїнкіназа S6 фосфори-

лює Rictor по Thr-1135, при цьому не впливаючи на збірку mTORC2 [34,35]. 

 

Рис. 1.5. Структурна організація комплексів mTORC1 та mTORC2. Ада-

птовано за [34]. 

1.2.4. Регуляція активності р70S6k. Дані, отримані за останні 20 років, 

дозволяють виявляти різноманітні фактори та мітогени, які мають здатність 

активувати рибосомальні протеїнкінази S6. Шлях інсуліну/IGF, де передача 

сигналів здійснюється через фосфатидилінозитол-3-кіназу та mTORC1, є 

найкраще вивченим активатором S6k1. Крім РІ3К, в активації S6k1 беруть 

участь і інші незалежні сигнальні шляхи, такі як Ras/MAPK [36]. 
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Відомо, що рибосомальні протеїнкінази S6 (S6k) належать до підродини 

AGC серин/треонін протеїнкіназ. Білки S6K разом з 4E-BP1 є основними мі-

шенями для mTORC1 шляху [36]. 

На сьогодні ідентифіковані дві форми S6k (S6k1 та S6k2), які мають 

схожі біологічні функції та 83 % ідентичності в кіназних ділянках. Тим не 

менш, відрізняються вони меншою схожістю в С-кінці (59%) та N-кінці 

(43%) [37,38].  

S6k1 функціонує в клітині у вигляді двох ізоформ - p70 та p85, які коду-

ються геном RPS6KB1. Вважається, що p70 складається з 502 амінокислот та 

знаходиться в цитоплазмі, а p85 довша на 23 амінокислоти та локалізована в 

ядрі (містить в межах N-кінцевого подовження сигнал ядерної локалізації – 

NLS) (рис. 1.6.). Тим не менш, дані, які отримані нещодавно, оскаржують 

ядерну локалізацію р85S6k та засвічують про те, що субклітинна локалізація 

є цитоплазматичною, і в той час стверджують, що р70S6k є як ядерною, так і 

цитоплазматичною. Також, існують коротші ізоформи S6k1, які утворюються 

в результаті альтернативного сплайсингу і регулюються фактором SRSF1. У 

мишей в ході сплайсингу додається три екзони (А,В,С) в межах 6 інтрона, 

утворюється коротка ізоформа, яка називається p31S6k1. У людей екзон В 

відсутній, утворюються дві короткі ізоформ - h6A та h6C [37,38]. 

 

Рис.1.6. Доменна структура та сайти фосфорилювання ізоформ S6k1. 

Адаптовано за [37]. 
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Кіназа p70S6 має молекулярну масу 70 кДа та містить у своєму складі 

такі ділянки: кислий N-кінець (містить мотив TOS), консервативну кіназну 

(містить Т-петлю), лінкерну (містить ТМ (turn motif) та RSPRR), аутоінгібу-

ючу, карбоксильнотермінальну (лужний С-кінець). Наявні вісім сайтів фос-

форилювання: у каталітичній ділянці – Thr-229, в лінкерній – Ser-371, Thr-

389 та Ser-404, у аутоінгібуючій – Ser-411, Ser-418, Thr-421 та Ser-424 

(рис.1.6.) [37,39]. 

Кіназа р70S6 активується різними стимулами за допомогою мультисай-

тового фосфорилювання. Відомо, що С-кінцева ділянка виконує аутоінгібую-

чу функцію і взаємодіє з N-кінцем, закриваючи при цьому кіназний домен 

для своїх мішеней. Каталітична активація відбувається внаслідок подвійного 

фосфорилювання критичних сайтів в петлі активації (Т-петля, Thr-229) і гід-

рофобної ділянки (НМ, Thr-389) [37,39]. 

Існує дві моделі поетапної активації рибосомальної S6 кінази – тради-

ційна та альтернативна [37,39]. 

У традиційній моделі на першому етапі активації, за допомогою мітоге-

нів, відбувається фосфорилювання за чотирма пролін-спрямованими сайтами 

С-кінцевої ділянки (Ser-411, Ser-418, Ser-421, Ser-424). Другий етап характе-

ризується звільненням аутоінгібуючого С-домену, що забезпечує доступ 

mTORC1 до HM, і таким чином, відбувається фосфорилювання по Thr-389. 

На третьому етапі здійснюється PDK1-опосередковане фосфорилювання Т-

петлі (Thr-229). Етап фосфорилювання ТМ сайту (Ser-371) залишається неві-

домим (рис.1.7.) [37,39]. 

Активація рибосомальної протеїнкінази в альтернативній моделі має де-

які відмінності у порівнянні з традиційною (рис.1.7.). На першому етапі неві-

дома кіназа фосфорилює ТМ сайт по Ser-371. На наступних етапах відбува-

ється фосфорилювання С-кінцевої ділянки, щоб викликати більш розслабле-

ну конформацію. Звільнення аутоінгібуючого С-термінального домену забез-

печує доступ PDK1 до Т-петлі (Thr-229), як наслідок, сприяє mTORC1-

опосередкованому фосфорилюванню сайту HM (Thr-389) [36,39]. 
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Рис.1.7. Поетапна активація p70S6k за допомогою мультисайтового фо-

сфорилювання. А-традиційна модель; Б-альтернативна модель. Адаптовано 

за [39]. 

Відомо, що N-кінцеві та С-кінцеві ділянки p70S6k відіграють важливу 

роль у mTORC1-опосередкованому фосфорилюванні (Thr-389). На N-кінці 

наявні унікальні мотиви передачі сигналів TOR (TOS), які також виявлені і в 

інших субстратах mTORC1 (4EBP та PRAS40) [39]. 

Існують і інші механізми, що лежать в основі регуляції p70S6k, напри-

клад, дефосфорилювання, ацетилювання та убіквітинування [36,37,39]. 

Обробка рапаміцином, або депривація амінокислот призводить до інак-

тивації протеїнкінази шляхом дефосфорилювання в певних сайтах. Крім клі-

тинного стресу, трансформуючих факторів, вітаміну D, до дефосфорилюван-

ня призводить дія фосфатаз подібних до PP2A (protein phosphatase 2A) 

[36,39]. 

Відомо, що два фермента ацетилтрансферази – р300/CBP (response-

element-binding protein-binding protein) та PCAF (p300/CBP-associated factor), 

взаємодіють та ацетилюють S6k1 та S6k2 як in vitro, так і in vivo. Ацетилю-

вання p70S6k відбувається на С-кінці (Lys-516) у відповідь на мітогени та є 

процесом незалежним від фосфорилювання [36,39,40].  



23 
 

У кіназному домені p70S6k наявні сайти убіквітинування. Процес убік-

вітинування не залежить від стану фосфорилювання. Поліубіквитинування 

білків призводить до їх руйнування за допомогою протеасоми 26S [36,39]. 

Рибосомальна протеїнкіназа є важливим позитивним регулятором розмі-

ру клітин. У Drosophila наявна одна форма білку S6k (dS6k). Таким чином, 

більшість dS6k-нульових мух демонстрували ембріональну летальність, а ті, 

що вижили мали малі розміри тіла. Також, дані особини мали малу трива-

лість життя, а самки були стерильними [41,42]. 

Ще одним доказом того, що рибосомальна протеїнкіназа задіяна при ре-

гуляції розміру тіла є те, що S6k1–нульові миші народжувалися із зменшени-

ми розмірами всіх органів та у таких мишей спостерігалася гіперінсулінемія. 

Вивчення β-клітин підшлункої залози у мишей показало, що вони були знач-

но меншими, ніж у однопометних особин дикого типу. Це підкреслює важли-

вість передачі сигналів та демонструє, як дефекти клітинного росту можуть 

впливати на клітинну функцію [39,41,42]. 

До S6k належать субстрати, які беруть участь в синтезі білків та нуклеї-

нових кислот, в регуляції зворотного зв’язку сигнальної трансдукції і клітин-

ному метаболізмі та субстрати, що діють як супресори пухлин (рис. 1.8.) 

[39,41]. 

 

Рис. 1.8. Субстрати S6k. Адаптовано за [41]. 
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Основною мішенню S6k є рибосомальний білок S6, компонент субоди-

ниці рибосоми 40S. Кіназа р70S6 здійснює упорядковане фосфорилювання 

rpS6 на 5 С-кінцевих серинових залишках: Ser -236 > Ser -235 > Ser -240 > Ser 

-244 > Ser -247 [37,39]. 

У голодуючих клітинах S6k стабільно асоціюється з фактором ініціації 

трансляції eIF3. Після активації протеїнкіназа дисоціюється і в свою чергу 

фосфорилює субодиниці 40S на rpS6. eIF4B є фактором, який збільшує АТ-

Фазну активність гелікази eIF4A, яка розмотує структуру в 5’- UTR та стабі-

лізує лінійну мРНК. Фосфорилювання eIF4B сприяє асоціації in vitro з eIF4A. 

Крім того, протеїнкінази фосфорилюють PDCD4 (Programmed cell death 4) 

(Ser-67). Білок PDCD4 зв’язує eIF4A через домени MA3, перешкоджаючи 

зв’язуванню eIF4A з eIF4G у комплексі ініціації трансляції. Стимулювання 

мітогенами S6k1-залежне фосфорилювання сприяє убіквітинуванню PDCD4 

за допомогою Е3 убіквітинлігази β-TRCP, що знижує стабільність білку. Та-

ким чином, S6k можуть впливати на активність гелікази eIF4A безпосередньо 

двома різними шляхами фосфорилювання, націлених на eIF4B та PDCD4 

[37,39]. 

Важливою функцією протеїнкінази є контроль зворотного зв’язку. S6k 

фосфорилюють mTOR на Thr-2446 та Ser-2448, але функціональна значимос-

ті цих сайтів фосфорилювання невідома. Також, кіназа фосфорилює два ком-

понента комплексу mTORC2, а саме Rictor та SIN1 (stress-activated -APK-

interacting protein 1). Існує думка, що S6k таким чином діють шляхом інгібу-

вання Akt. Даний молекулярний механізм, відіграє важливу роль в інсуліно-

резистентному стані [37,38,39]. 

Інший механізм зворотного зв’язку здійснюється за допомогою субстра-

тів інсулінового рецептору (IRS-1 та IRS-2). Фосфорилювання субстратів по 

Ser залишках сприяє виключенню сигналу, відбувається деградація білку або 

зменшується взаємодія з рецептором. Збільшення чутливості до інсуліну у 

мишей з дефіцитом S6k1 корелює зі зменшенням фосфорилювання IRS-1 Ser 

/ Thr. Із-за множинних сайтів фосфорилювання на IRS-1 важко продемонст-
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рувати, які саме сайти безпосередньо націлені на S6k. Проте, враховуючи ре-

зультати отримані in vitro, Ser-307 та Ser-1101 IRS-1, ймовірно, є прямими 

субстратами S6k1 [37,38,39]. 

Рибосомальні протеїнкінази S6k можна розглядати як анаболітичні пе-

ремикачі для метаболічних програм, в той час як АМР-активовані протеїнкі-

нази (AMPK) функціонують як катаболічні. Перші активуються в умовах до-

статньої кількості їжі, а другі – голодуванні та підвищенні відношення 

АМФ/АТФ. S6k сприяють накопиченню надлишку поживних речовин і на-

впаки, АМРК стимулюють окислення жирних кислот, шляхом контролюван-

ня активності ацетил-КоА-карбоксилази. Відомо, що АМРК інгібує передачу 

сигналів mTORC1 безпосередньо фосфорилюючи Raptor та TSC2. Рибосома-

льні протеїнкінази здатні інгібувати активність АМРК, напряму фосфорилю-

ючи каталітичну α-субодиницю [37,38]. 

Крім АМРК, іншим основним регулятором метаболічної програми у від-

повідь на голодування є коактиватор PGC1α (PPAR α). Основною функцією є 

зв’язування з різними факторами транскрипції для підсилення експресії ге-

нів, які беруть участь в мітохондріальному біогенезі, окисленні жирних кис-

лот та глюконеогенезі. У складі PGC1α наявний домен з декількома сайтами 

фосфорилювання для протеїнкіназ AGC. Нещодавно було припущено, що у 

PGC1α по Ser-569, Ser-573 відбувається фосфорилювання за допомогою S6k1 

[37,38]. 

1.3. Потенційні механізми формування резистентності до інсуліну. Як 

уже зазначалося, при нормальному фізіологічному стані підвищений рівень 

глюкози та амінокислот, після приймання їжі, стимулює секрецію інсуліну β-

клітинами. Інсулін починає діяти, зв’язується з рецептором і після активації 

відбувається фосфорилювання субстратів інсулінового рецептору (IRS-1 та 

IRS-2) по тирозинових залишках. Зв’язування субстратів з РІ3К призводить 

до активації Akt, яка контролює метаболічну дію інсуліну, інактивує 

глікогенсинтазу 3, щоб забезпечити синтез глікогену, а також транслокацію 



26 
 

транспортера глюкози (GLUT4) на плазматичну мембрану. Крім того, Akt 

активують mTORC1, які у свою чергу стимулюють p70S6k фосфорилювати 

залишки серину в IRS. Як наслідок, перешкоджаючи асоціації IRS з 

рецептором інсуліну [6,43]. 

Білки IRS піддаються сериновому фосфорилюванню у відповідь на дію 

інсулуну, цитокінів, вільних жирних кислот. Існує близько 70 потенційних 

сайтів серинового фосфорилювання та даний процес збільшується в інсулі-

норезистентному стані [19,20,44]. 

Список IRS-кіназ, що залучені у розвитку резистентності до інсуліну, 

постійно росте одночасно зі списком потенційних сайтів фосфорилювання 

Ser/Thr в білках. IRS-кіназ можна розділити на дві групи. До першої належать 

ті, що є медіаторами передачі сигналів інсуліну та негативно регулюють IRS 

при довготривалій стимуляції інсуліном (наприклад, mTOR/p70s6k, MAPK та 

PKC). Інша група складається із кіназ, які активуються зв’язаними шляхами 

для інгібування дії інсуліну (наприклад, GSK-3β (glycogen synthase kinase 3 

beta), IKKβ (IκB kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase), AMPK) [15,19,20]. 

Кіназа mTOR та p70s6k є низхідними ефекторами РІ3К і потенційними 

кандидатами на негативну регуляцію IRS. Коли mTORC1 хронічно активу-

ються після надмірного поглинання глюкози або амінокислот, p70S6k збіль-

шує фосфорилювання IRS-1 по Ser-307, що негативно корелює з регуляцією 

передачі сигналів інсуліну. Потенційні Ser залишки, які регулюються p70S6k 

розташовані в PTB домені IRS. Такі фосфорилювання можуть спровокувати 

дисоціацію IRS від IR з інгібуванням низхідних ефекторів [6,45,46]. 

Миші, нокаутовані по IRS-1, мали дефект дії інсуліну переважно в 

м’язах та аномалії у рості тіла через стійкість до IGF1. Порушення передачі 

сигналу у печінці спостерігалося у мишей, що були нокаутовані по IRS-2, та 

аномалії у рості спостерігалося тільки в β-клітинах підшлункової залози. Ці 

дослідження по нокауту показують, що білки IRS складають критичний вузол 

і делеція кожної ізоформи має різні біологічні наслідки [19,20,49]. 
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Миші, які мали дефіцит р70S6k, залишалися чутливими до інсуліну, 

внаслідок втрати петлі негативного зворотного зв’язку від кінази до IRS-1. 

Не відбувалося фосфорилювання сайтів, які залучені у резистентності (Ser-

307 та Ser-636/639). Нещодавно було ідентифіковано ще один сайт IRS-1, 

який фосфорилюється кіназою при перенавантажені поживними речовинами 

та при ожирінні (Ser-1101) [20,48]. 

Постає питання, чи покращує чутливість до інсуліну інгібування даних 

кіназ в стані резистентності? У дослідженнях in vivo короткотривала дія ра-

паміцином, інгібітором mTOR, призводило до покращення дії інсуліну. З ін-

шого боку, довготривале лікування рапаміцином, навпаки, збільшувало інсу-

лінрезистентність у Psammomys obesus. Це може бути внаслідок підвищення 

активності кіназ, як відповідь на стрес у м’язах та острівцях [20,49]. 

Можлива альтернативна активація Akt за рахунок фосфорилювання за-

лишку Ser-473. Цю реакцію каталізує mTOR, перебуваючи в складі комплек-

су mTORC2 [6,28]. Активація mTORC2 стимулює утворення внутрішньоклі-

тинних активних форм кисню (АФК), які підсилюють фосфорилювання і ак-

тивацію Akt. Іншим шляхом інсулінонезалежної активації mTORC1 слугує 

виключення його інгібітора - кінази АМКР. Це відбувається при харчовому 

перевантаженні, накопиченні в клітинах АТФ і відповідному зниженні АМФ. 

Активація mTORC1 відбувається також при запаленні і стресі. Таким чином, 

майже всі фізіологічні механізми розвитку в тій чи іншій мірі замикаються на 

активації mTORC1 і його безпосередній мішені – p70S6k [19] . 
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РОЗДІЛ 2 

ОБ’ЄКТ, МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
 

2.1. Об’єкт дослідження  

Об’єктами дослідження слугували мононуклеарні клітини з периферич-

ної крові. Досліджували наступні групи: 1-контрольна,  n = 8 – здорові люди, 

репрезентативні за віком; 2 – пацієнти, що хворіють на цукровий діабет ІІ ти-

пу, n = 14. Всі суб’єкти впродовж трьох днів дотримувалися звичайної дієти і 

не займалися фізичними навантаженнями. Хворі приймали комбіноване ліку-

вання інсуліном та метформіном. На момент збору крові, рівень глікогемог-

лобіну в крові хворих був у межах 7,4-9,2%.  

Експеримент проводився в ДУ «Інститут ендокринології та обміну речо-

вин ім. В.П. Комісаренка НАМН України» у відділі фундаментальних та 

прикладних проблем ендокринології. Збір біоматеріалу проводився тільки 

після письмової згоди пацієнтів. 

2.2. Виділення мононуклеарних клітин  

Першим етапом роботи є збір крові та виділення мононуклеарних клітин 

(РВМС). Виділення РВМС від цільної крові виконували методом центрифу-

гування в градієнті щільності з використанням Histopaque - 1077 «Sigma-

Aldrich» (США). 

Кров збирали з ліктьової вени в стерильні пробірки об’ємом 15 мл, в які 

попередньо вносили гепарин (20-25 ОД гепарину на 1 мл крові). Під час ро-

боти, уникали охолодження та збовтування крові. Гепаринізовану кров 

об’ємом 10 мл розводили вдвічі ізотонічним розчином. У якості ізотонічного 

розчину використовували натрій-фосфатний буфер (PBS) «Medicago AB». 

До складу натрій-фосфатного буферу входять: NaCl – 0,14 M, KCl – 

0,0027 M, PO4 
-3

 – 0, 010 M, рН – 7,4. 

Розведену кров нашаровували на розчин Histopaque-1077 в співвідно-

шенні 1:3 (1 частина Histopaque-1077 і 3 частини розведеної крові). 
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Histopaque-1077 – це стерильний розчин полісахарози 57 г/л, діатризоату 

натрію 90 г/л та має щільність 1,076–1,078 г / мл, рН в межах 8,8-9. 

Проводили центрифугування (мікроцентрифугою Hermle Z-300) при кі-

мнатній температурі протягом 30 хв при 400 об/хв. Під час центрифугування 

еритроцити та гранулоцити проходять через Histopaque та осідають на дно, а 

мононуклеарні клітини збираються в інтерфазне кільце (рис.2.1.). Мононук-

леари відбирали в окрему пробірку та відмивали 5 мл ізотонічного розчину. 

Для осадження клітин центрифугували 15 хв 400 об/хв. Осад розчиняли в 1 

мл ізотонічого розчину та центрифугували 5000 об/хв протягом 15 хв.  

 

Рис. 2.1. Диференціальне центрифугування в градієнті щільності  

2.3. Метод Бредфорда для визначення кількості білку 

 

Метод Бредфорда є швидким та точним для оцінки концентрації білку. 

Базується на зв’язувані барвника Coomassie Blue G250 з білком [47,50]. 

Метод Бредфорда виконували з використанням таких реагентів: барвник 

Coomassie Blue G250 «Sigma-Aldrich» (США), бичачий сироватковий альбу-

мін (BSA) «Sigma-Aldrich» (США), етанол, фосфорна кислота. 

До складу реагенту Бредфорда входять:  Coomassie Blue G250 - 50 мг 

  Етанол – 25 мл 

 H3 PO4 (85%) - 50 мл  

 Н2О до 500 мл 
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 Для приготування реагенту Бредфорда зважували 50 мг кумасі та роз-

чиняли в 25 мл 96% етанолу, додавали 50 мл 85% розчину фосфорної кисло-

ти. Отриманий розчин доводили водою до 500 мл та профільтровували. Реак-

тив повинен зберігатися в холодильнику в колбі із темного скла з притертою 

пробкою. 

Отримані мононуклеарні клітини лізували за допомогою буферу для лі-

зису клітин, який входив до набору InstantOne ELISA
тм

. За основу брали пос-

лідовні розведення бичачого сироваткового альбуміну (1мг/мл). Згідно адап-

тованого протоколу, додавали по 1 мкл, 3 мкл, 5 мкл, 10 мкл, 15 мкл до 100 

мкл води. Оптичну густину яких використовували для будування калібрува-

льної кривої. 

Таблиця 2.1 

Приготування розчину білку для будування калібрувального графіку 

 

№ 
Кількість вихідного 

білку в мкл 

Кількість 

Н2О в мкл 

1 1 99 

2 3 97 

3 5 95 

4 10 90 

5 15 85 

 

До білків невідомої концентрації та послідовно розведених зразків БСА 

додавали по 1 мл реагенту Бредфорда. У якості контролю використовували 

дистильовану воду. 

Реакція починається, коли реагент Бредфорда взаємодіє з амінокислота-

ми, це і призводить до утворення синього кольору, аналіз оптичної густини 

проводили за допомогою спектрофотометра СФ-46 при довжині хвилі 595 

нм. 

2.4. Тест ELISA для встановлення концентрації p70S6k 

 

 Тест ELISA InstantOne «Invitrogen», (США) використовується в експе-

риментах для оцінки фосфорилювання вибраних білків сигнального шляху. 
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Це тест, який базується на використанні традиційного сендвіч-формату 

ELISA, але дозволяє одночасно додавати зразки та реагенти. 

На першому етапі клітини центрифугували та лізували за допомогою 1х 

буферу для лізису клітин. Після, інкубували при 37
о
С протягом двох годин. 

Суміш для лізису клітин у своєму складі містить буфер для лізису та ро-

зчин Enhancer. Буфер для лізису містить комбінацію миючих засобів, інгібі-

торів фосфатаз, солей. Розчин Enhancer додається в 5х буфер для отримання 

універсальної суміші, яку можна наносити на різні клітини та тканини. Су-

міш для лізису (5х) використовується для неадгезивних клітин. Суміш (1х) 

використовується для лізису прилиплих клітин або неадгезивних, які були 

зібрані центрифугуванням. 

До 96-лункової планшетки додавали по 50 мкл суміші клітин, лунки якої 

попередньо оброблені антитілами до p70S6k та фосфо-p70S6k. Після дода-

вання суміші лізованих клітин, вносили коктейль первинних та вторинних 

антитіл, окремо для p70S6k та фосфо-p70S6k. У якості негативного контролю 

- буфер для лізису клітин 1х (InstantOne ELISA
тм

). Інкубували протягом одні-

єї години при кімнатній температурі на шейкері для мікропланшетів (300 

об/хв). 

Антитіло «захоплення» та антитіло «виявлення» змішували у рівних кі-

лькостях, таким чином отримували коктейль антитіл.  

Приєднання білку до пластинки є ключовим в ELISA. Цей процес паси-

вний, так що білкові розчини в легко приготованих буферних розчинах мож-

на додавати на пластикові поверхні і прикріплення відбувається після періо-

ду інкубації при кімнатній температурі. Найчастіше використовують пласти-

кові мікропланшети, які мають 96 лунок та розмір близько 5 мм і діаметр 8 

мм.  

Наступним етапом було вимивання білку, що не прикріпився. Після ін-

кубації залишок незв’язаного антигену змивали за допомогою 200 мкл буфе-

ру для промивання 1х (InstantOne ELISA
тм

). Буфер для промивання у своєму 

складі містить суміш буферних солей та м’якого миючого засобу.  
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Для прояву реакції використовували 100 мкл реагенту виявлення (Instan-

tOne ELISA
тм

) в кожну лунку. Проводили інкубацію 30 хв на шейкері для мі-

кропланшетів (300 об/хв). 

На даному етапі додається розчин з хромогенною хімічною речовиною, 

який є безбарвним при відсутності активності ферменту на субстраті. Оскіль-

ки існує фермент, зв’язаний з антитілом, субстрат каталізується викликаючи 

зміну кольору. Швидкість зміни кольору пропорційна кількості ферменту в 

комплексі. 

Ферментативний каталіз зупиняли стоп-розчином, який додавали в кож-

ну лунку по 100 мкл. Активність зупиняється внаслідок зміни рН реакції або 

денатурації ферменту. Наприклад, це може бути розчини, який містять в сво-

єму складі 1 М сірчаної кислоти.  

Для зчитування оптичної густини використовували спектрофотометрич-

ний планшет-рідер (Bio-tek Instruments) при довжині хвилі 450 нм.  
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РОЗДІЛ 3 

 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ 

 

3.1. Кількісне визначення білку методом Бредфорда 

Метод Бредфорда використовується для швидкої кількісної оцінки білку 

в клітинному лізаті. Аналіз базується на зв’язувані барвнику з білком, що 

призводить до утворення синього кольору.  

У якості стандарту використовували розведення БСА з концентрацією 

1мг/мл, додавали по 1 мкл, 3 мкл, 5 мкл, 10 мкл, 15 мкл до 100 мкл води. До 

отриманого розчину білку додавали 1 мл реактиву Бредфорда і вимірювали 

на спектрофотометрі оптичну густину при довжині хвилі 595 нм. 

Після визначення оптичної густини на отриманих значеннях будували 

калібрувальну криву. На осі абсцис відкладали концентрацію, по осі ординат 

– значення екстинкції.  

 

Рис. 3.1. Калібрувальна крива для визначення кількості білку 
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Таблиця 3.1 

Концентрація білку в лізаті мононуклеарних клітин, мкг/мл 

№ Здорові № Хворі на цукровий діабет 2 типу 

1 1,60 1 1,57 9 0,47 

2 1,60 2 1,26 10 1,30 

3 0,95 3 0,47 11 0,85 

4 0,69 4 0,21 12 0,68 

5 0,77 5 1,74 13 0,81 

6 1,40 6 1,12 14 0,65 

7 0,92 7 1,11 

8 0,93 8 1 

 

Аналіз відмінностей між двома незалежними вибірками по кількісним 

показникам, розподіл яких не відповідав нормальному, проводили з викорис-

танням У критерію Вілкоксона Манна-Уітні. Емпіричне значення (U=69) пе-

ревищувало теоретичне, таким чином, отримані результати свідчать про те, 

що при рівні значущості 0,05 різниці між вибірками не спостерігається. Па-

раметри статистично описували у вигляді медіани. 
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Рис. 3.2. Концентрація білку в клітинному лізаті; А – контрольна група 

(n = 8); В – хворі на цукровий діабет 2 типу (n = 14);  

Отже, концентрація білку в здорових людей складала близько 0,94 

мкг/мл, а в хворих на цукровий діабет ІІ типу – 0,92 мкг/мл. Тому, кількість 

білку, яка містилася в лізаті мононуклеарних клітин була достатньою для 

проведення тесту ELISA InstantOne.  

3.2. Визначення концентрації p70S6k та фосфо-p70S6k за допомогою 

імуноферментного аналізу 

 

Рівень білків p70S6k та фосфо-p70S6k (Thr-389) вимірювали за допомо-

гою ELISA InstantOne. Аналіз проводили відповідно до інструкції набору. 

Розведення стандартного білку, що входив до набору ELISA InstantOne, ви-

користовували для налаштування калібрувальної прямої.  

Після трьохкратного вимірювання кожної лунки на планшет-рідері, ви-

раховували середнє значення поглинання для кожного та будували стандарт-

ну криву, середнє значення оптичної густини (y) порівнювали з відомою 

концентрацією стандартного білку (х). 

Один із зразків мав значення оптичної густини, що виходила за межі 

стандартної кривої. Тому, щоб отримати точний результат, даний зразок роз-
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водили перед проведенням аналізу. Концентрацію, отриману із стандартної 

кривої, множили на коефіцієнт розведення. 

 

 

 

Рис. 3.3. Стандартна крива для p70S6k 

Кожна точка на графіку представляє середнє значення трьох паралель-

них розведеннь.  

Таблиця 3.2 

Концентрація p70S6k в лізаті мононуклеарних клітин, у.о. 

№ Здорові № Хворі на цукровий діабет 2 типу 

1 0,01443 1 0,01569 9 0,01998 

2 0,00686 2 0,01164 10 0,01961 

3 0,00903 3 0,03033 11 0,01548 

4 0,00647 4 0,05676 12 0,02804 

5 0,00568 5 0,01755 13 0,01251 

6 0,01263 6 0,02415 14 0,03381 

7 0,00675 7 0,04371 

8 0,0066 8 0,01678 
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Використовуючи критерій Шаріпо-Уілка встановили, що розподіл у ви-

бірках не відповідає нормальному. Для порівняння показників між двома не-

залежними вибірками використовували У критерій Вілкоксона Манна – Уітні 

при рівні значущості 0,05. Оскільки емпіричне значення було менше за таб-

личне (Uемп. = 4), то різниця між концентрацією p70S6k здорових та хворих 

на цукровий діабет є значною. Параметри описової статистики приводимо у 

вигляді медіани.  

 

Рис. 3.4. Концентрація p70S6k в мононуклеарних клітинах; А – контро-

льна група (n = 8); В – хворі на цукровий діабет 2 типу (n = 14); 

Отримані дані показують, що концентрація загальної p70S6k в здорових 

людей була в межах 0,008 у.о, а в хворих на цукровий діабет - 0,019 у. о. 

Аналогічно визначали вміст білку для фосфор-p70S6k з використанням 

другого коктейлю антитіл. 
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 Рис. 3.5. Стандартна крива для фосфор-p70S6k 

Таблиця 3.3 

Кількість фосфо-p70S6k в мононуклеарних клітинах крові, у.о. 

№ Здорові № Хворі на цукровий діабет 2 типу 

1 0,0067 1 0,00908 9 0,01291 

2 0,00492 2 0,00957 10 0,03138 

3 0,00539 3 0,02459 11 0,01216 

4 0,00207 4 0,04244 12 0,01371 

5 0,00439 5 0,01094 13 0,01557 

6 0,00983 6 0,01197 14 0,02551 

7 0,00103 7 0,01143 

8 0,00395 8 0,0081 

  

Розподіл досліджуваної ознаки в першій вибірці є нормальним, а в дру-

гій - ненормальним (для перевірки використовували критерій Шаріпо-Уілка). 

Оскільки одна із вибірок розподілена ненормально, то застосовували непара-

метричний критерій. Щоб оцінити достовірності відмінностей між двома не-
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залежними вибірками використовували У критерій Вілкоксона Манна - Уітні. 

У даному випадку емпіричне значення було менше за табличне (Uемп. = 3, 

р<0,05), тому різниця між концентрацією фосфо-p70S6k здорових та хворих 

на цукровий діабет є значною.  

 

Рис. 3.6. Концентрація фосфор-p70S6k в мононуклеарних клітинах; А – 

контрольна група (n = 8); В – хворі на цукровий діабет 2 типу (n = 14); 

Таким чином, концентрація фосфор-р70S6k у контрольної групи склада-

ла близько 0,004 у.о., а хворих – 0,012 у.о. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 
 

У результаті проведених досліджень, у хворих на цукровий діабет спо-

стерігалося збільшення кількості p70S6k в клітинах крові у декілька разів, що 

вказує на зростання активації кінази та її стабільності. 

На підвищення активності кінази в хворих, крім хвороби, можуть впли-

вати препарати – метформін та інсулін. У кінцевому результаті, взаємодія 

цих препаратів та індукування ними сигнальних механізмів, очевидно, впли-

ває на підсилення роботи p70S6k. Через хворобу відбуваються більш глубокі 

зміни в клітинах – на рівні транскрипці, про що свідчить збільшення не тіль-

ки активності, але і кількості p70S6k [17]. 

PI3K/Akt/mTOR/p70S6K – сигнальний каскад, який відіграє важливу 

роль у функціонуванні клітин крові при ЦД ІІ. p70S6k задіяна у деяких 

клітинних процесах: синтезу білка, проліферації та виживанні клітин, тран-

скрипції гена клітинного циклу, диференціації адипоцитів. Тому, передача 

сигналів mTOR/p70S6k є дуже важливим в патогенезі цукрового діабету ІІ 

типу [17]. 

На mTORC1впливає багато факторів, такі як енергетичний статус, рівень 

О2, цитокіни, АФК. Гіперактивація mTORC1 регулює передачу сигналів ін-

суліну через субстрати інсулінового рецептора (IRS). Комплекс, при високо-

енергетичній дієті, інгібує субстрати інсулінового рецептору через p70S6k 

(Thr-389). Фосфорилювання IRS по серинових залишках призводять до дисо-

ціації субстратів від рецептору і подальшого пригнічення PI3K. Список IRS-

кіназ, що залучені у розвитку резистентності до інсуліну, постійно росте од-

ночасно зі списком потенційних сайтів фосфорилювання Ser/Thr в білках. 

Відомо декілька основних сайтів IRS-1, що піддаються впливу кіназ - Ser-307 

та Ser-636 Ser-639, Ser-1101 [34].  

Оскільки фосфорилювання по Ser-307 IRS-1 складає критичну стадію в 

контролі передачі сигналів інсуліну, важливо знати, чи є p70S6k  причетною 

у формуванні резистентності.  M. Ueno з колегами у своїй роботі [51] за до-
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помогою вестерн-блоту оцінювали активність mTOR/p70S6k у печінці, ске-

летних м’язах та жировій тканині тварин з гіперінсулінемією [51].  

Готували екстракти печінки щурів, яким вводили фізіологічний розчин 

(-) та інсулін (+). Проводили імуноблотінг з анти-IR, анти-фосфо-Akt, анти-

mTOR, анти-фосфо-p70S6k антитілами. Результати скануючої денситометрії 

виражали в умовних одиницях та у вигляді середнього значення ± стандартне 

відхилення. Порівняння між групами проводили з використанням параметри-

чного двостороннього ANOVA, де при р<0,05 відмінності розглядалися як 

статистично значущі [51].  

Спостерігалося, що індуковане інсуліном фосфорилювання IR по тиро-

зину було знижене в печінці тварин з гіперінсулінемією (контроль [C]: 100±4; 

гіперінсулінемія [H]: 68±4, p<0,05; n = 8). Не було різниці в активності IR в 

м’язах контрольних та хворих щурів. Проаналізували індуковане інсуліном 

по серину фосфорилювання Akt з використанням анти-фосфо-Akt антитіл, де 

рівень фосфорилювання був знижений в печінці з гіперінсулінемією в порів-

нянні з контрольною групою (C: 100 ± 3; H: 62 ± 4, p<0,05; n = 8). Фосфори-

лювання mTOR (С: 100 ± 7; H: 144 ± 18, р <0,05; n= 8;) та фосфорилювання 

по серину p70S6k (C: 100 ± 9;  H: 240 ± 21, р <0,05; n = 8) були вище у тварин 

з гіперінсулінемією [51].  

Автори прийшли до висновку, що збільшення Ser/Thr фосфорилювання 

IRS, виступає в якості одного із основних причин резистентності до інсуліну, 

що викликана різними агентами. Дане дослідження показує, що підвищена 

активність фосфорилювання шляху mTOR/p70S6k збільшує вплив на IRS-1 

по залишках серину та модулює резистентність до інсуліну у щурів з гіперін-

сулінемією. Цікаво, що шлях IR/IRS-1/PI3K/Akt пригнічується в печінці та 

м’язах тварин з гіперінсулінемією, а p70S6k, що знаходиться нижче A-

kt/mTOR, проявляє підвищену активність [51].  

Але існує інша думка, наприклад, Meenu Rohini Rajan та співавтори у 

своїй роботі [52] стверджують, що p70S6k навряд чи є протеїнкіназою, яка 
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фосфорилює IRS-1 по серину у відповідь на інсулін в адипоцитах людини 

[52].  

Спочатку автори проаналізували час фосфорилювання IRS-1 по Ser-307 

у відповідь на високу концентрацію інсуліну і порівняли з фосфорилюванням 

S6 по серину Ser-235/236. Фосфорилювання IRS-1 по Ser-307 було швидким, 

квазістаціонарний рівень фосфорилювання було досягнуто через 5 хв. Напро-

тивагу, фосфорилювання Ser-235/236 S6 показало певну затримку в часі, яка 

тривала 5 хвилин, після чого фосфорилювання повільно збільшувалося, дося-

гаючи квазістаціонарного рівня через 30 хвилин. Крім того, для перевірки чи 

обмежувалося фосфорилювання S6 вихідною активацією S6k1, визначали час 

фосфорилювання для S6K1 по Thr-389, що теж відображало затримку в часі. 

Таким чином, автори дійшли до висновку, що відмінності в динаміці фосфо-

рилювання IRS-1 по Ser-307 та S6 по Ser-235/236, S6k1 по Thr-389 дозволя-

ють припустити, що IRS-1 не фосфорилюються на Ser-307 за допомогою 

S6k1 [52]. 

Таким чином, зміна кількості р70S6k в мононуклеарних клітинах крові 

може вказувати на глибокі та системні процеси на рівні контролю транскри-

пції, що має важливе значення для оцінки прогресування захворювання та 

ефективності лікарських засобів. 
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ВИСНОВКИ 

 

1. За допомогою методу Бредфорда встановили, що вміст білку в клітин-

ному лізаті здорових та хворих на цукровий діабет був однаковий. 

2. Використовуючи імуноферментний аналіз визначили, що концентра-

ція p70S6k в клітинах крові хворих на цукровий діабет у три рази більша, ніж 

у контрольної групи. 

3. З’ясували, що концентрація фосфор-p70S6k у пацієнтів з цукровим ді-

абетом майже в два з половиною рази більша, ніж у здорової групи. 
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