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Введение. Глюкоза – один из основных источников энергии в клетках. Потребление глюкозы раковыми 
клетками заметно выше по сравнению с нормальными клетками и усиливается по мере злокачественного 
прогрессирования. Начальным этапом метаболизма глюкозы является ее транспорт через плазматическую 
мембрану, который опосредуется семейством транспортеров глюкозы GLUT. Исследование механизмов 
активации GLUT представляет собой многообещающий подход к дифференциальному блокированию ре-
гулируемого глюкозой метаболизма в  раковых клетках. В  данной работе мы исследовали зависимость 
эффективности синтеза аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) и регуляции экспрессии генов классических 
«переносчиков глюкозы» GLUT1 – GLUT4 от количества глюкозы в культуральной среде в миеломных клет-
ках человека RPMI8226.
Цель исследования – изучение влияния глюкозы на синтез АТФ и регуляцию экспрессии генов – транспортеров 
глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 в клетках множественной миеломы человека RPMI8226.
Материалы и методы. В работе использовали линию миеломных клеток человека RPMI8226. Жизнеспособность 
клеток оценивали колориметрическим методом. Влияние глюкозы на синтез АТФ в клетках определяли люми-
несцентным методом. Экспрессию матричной РНК в клетках изучали методом количественной полимеразной 
цепной реакции в реальном времени.
Результаты. В ходе исследования установлено, что синтез АТФ в клетках RPMI8226 зависит от метаболизма 
глюкозы. Снижение жизнеспособности клеток RPMI8226 строго коррелирует cо снижением содержания ново-
синтезируемой АТФ. Для указанной линии клеток характерна относительно высокая исходная экспрессия гена 
GLUT1 и гена GLUT3, относительно умеренная – гена GLUT2, и относительно слабая – гена GLUT4. Исследования 
по деприваци глюкозы выявили активацию экспрессии всех указанных генов транспортеров глюкозы, однако 
наиболее высокая экспрессия была характерна для генов GLUT2 и GLUT4.
Заключение. На основании исследования мы заключаем, что для миеломных клеток RPMI8226 глюкоза явля-
ется одним из важных источников энергии. Экспрессия генов транспортеров глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 
зависит от концентрации глюкозы, однако исходный уровень экспрессии не предсказывает характер ее изме-
нений при глюкозной депривации.
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Background. Glucose is one of the main sources of energy in cells. Glucose consumption by cancer cells is markedly 
higher compared to normal cells and increases with malignant progression. The initial step in glucose metabolism 
is  its transport across the  plasma membrane, which is  mediated by the  GLUT family of  glucose transporters. 
Although patterns of  GLUT gene expression in  cancer have already been identified, studying the  mechanisms 
of their activation represents a promising approach to differentially block glucose-regulated metabolism in cancer 
cells. In this work, we investigated the dependence of the efficiency of adenosine triphosphate (ATP) synthesis 
and the regulation of the expression of the genes of classical “glucose transporters” GLUT1–GLUT4 on the amount 
of glucose in the culture medium.
Aim. Study of glucose-dependent ATP synthesis and expression of glucose transporter genes: GLUT1, GLUT2, GLUT3, 
GLUT4, involved in glucose transport in human myeloma cells RPMI8226.
Materials and methods. The human myeloma cell line RPMI8226 was used in this work. Cell viability was assessed 
using a colorimetric method. The effect of glucose on ATP synthesis in cells was determined using the luminescent 
method. The expression of mRNA in cells was studied using real-time quantitative polymerase chain reaction.
Results. The  study found that ATP synthesis in  RPMI8226 cells depends on glucose metabolism. Decreased 
viability of  RPMI8226 cells strongly correlates with decreased levels of  newly synthesized ATP. This cell line 
is characterized by relatively high initial expression of the GLUT1 gene and the GLUT3 gene, relatively moderate 
expression of the GLUT2 gene, and relatively weak expression of the GLUT4 gene. Studies on glucose deprivation 
revealed activation of  the  expression of  all these glucose transporter genes, but the  highest expression was 
characteristic of the GLUT2 gene and GLUT4 gene,
Conclusion. Based on the study, we conclude that for RPMI8226 myeloma cells, glucose is one of the important 
sources of  energy metabolism. Expression of  glucose transporter genes: GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 depends 
on glucose concentration, but the  initial level of expression does not predict the nature of  its changes during 
glucose deprivation.
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Введение
Глюкоза является одним из основных источников 

энергии в клетках, используется в качестве субстрата 
для синтеза аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) 
посредством гликолиза и окислительного фосфори-
лирования. АТФ – универсальный источник энергии 
для всех биохимических процессов, протекающих в клет-
ке. Время жизни 1 молекулы АТФ <1 мин, поэтому 
ее синтез в клетке происходит непрерывно [1].

Потребление глюкозы раковыми клетками замет-
но выше по  сравнению с  нормальными клетками 
и усиливается по мере злокачественного прогресси-
рования, что  в  значительной степени способствует 
их росту и пролиферации [2–4]. Хотя картина мета-
болизма опухолевых клеток еще далека от заверше-
ния, сегодня предпринимаются попытки повысить 

эффективность лечения рака в виде стратегии, полу-
чившей название «метаболическая терапия». Проти-
воопухолевая метаболическая терапия предполагает 
использование небольших молекул, способных спе
цифично ингибировать ключевые метаболические 
реакции, ассоциированные с  опухолевым ростом. 
Таким образом, изменение энергетического метабо-
лизма в опухолевых клетках может служить мишенью 
в противоопухолевой терапии, при которой комби-
нация традиционных химиотерапевтических лекар-
ственных средств и модуляторов метаболизма может 
повысить эффективность противоопухолевой тера-
пии [5].

Множественная миелома (ММ) представляет собой 
злокачественное новообразование, характеризующееся 
клональной пролиферацией антителообразующих 
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плазматических клеток, которые развиваются из диф-
ференцирующихся В-клеток, изначально характери-
зующихся низкой метаболической активностью. 
Дифференцировка В-клеток в плазматические клетки 
требует увеличения поглощения глюкозы и синтеза 
АТФ для пролиферации и подготовки к выработке 
антител [6]. Изменение метаболической активности 
клеток ММ ассоциируется с изменением регуляции 
экспрессии генов и белков, участвующих в биоэнер-
гетике и  биосинтезе [7]. Например, показано, что 
в плазматических клетках, полученных от пациентов 
с впервые диагностированной ММ, гены, участвую-
щие в метаболизме глюкозы, активированы по срав-
нению с их  состоянием в плазматических клетках, 
полученных от здоровых доноров, и их активность 
продолжает расти в плазматических клетках больных 
ММ с  рецидивом по  сравнению с  их  активностью 
в плазматических клетках недавно диагностирован-
ных больных ММ [8].

Ключевым этапом потребления глюкозы являет-
ся транспорт глюкозы через плазматическую мембра-
ну в  цитозоль, который опосредуется семейством 
транспортеров глюкозы (GLUT) [2–4]. На основании 
гомологии в  аминокислотной последовательности 
и структурного сходства транспортеры глюкозы объе
динены в  3 класса. В  I класс входят транспортеры 
GLUT1, GLUT2, GLUT3 и GLUT4, которые извест-
ны как классические «переносчики глюкозы» и наи-
более хорошо изучены [2, 3]. Хотя закономерности 
экспрессии транспортеров глюкозы при  раке уже 
идентифицированы, однако исследование взаимо
связи между изменением метаболической активности 
клеток ММ и активностью генов GLUT остается ак-
туальным.

Цель исследования – изучение влияния глюкозы 
на синтез АТФ и регуляцию экспрессии генов транс-
портеров глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 
в клетках ММ человека RPMI8226.

Материалы и методы
Линии клеток множественной миеломы
В работе использована линия клеток ММ чело-

века, RPMI8226, которая была выведена из образца 
костного мозга больного ММ. Эта линия клеток по-
лучена из Российской коллекции клеточных культур 
(Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Рос-
сия). Способ культивирования: суспензионный в сре-
де RPMI1640 с 10 % телячьей эмбриональной сыво-
роткой (FBS) при температуре 37 ºC, 5 % CO

2
. Линия 

клеток RPMI8226 является широко известной и часто 
используемой для изучения биологии ММ. Она фе-
нотипически охаратеризована (для  нее четко уста-
новлены критерии дифференцировки [9]) и доказана 
ее миеломная природа. В  этой линии клеток с  ис-
пользованием количественной полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) в  реальном времени мы предвари-
тельно исследовали экспрессию генов транспортеров 
глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 и по коли-
честву циклов ПЦР установили, что эти гены имеют 
средний уровень экспрессии, что является основным 
критерием выбора клеточной линии RPMI8226 в ка-
честве модели для исследования.

Оценка жизнеспособности клеток множественной 
миеломы колориметрическим методом
Для определения жизнеспособности клеток мы 

использовали колориметрический метод – МТТ-тест, 
основанный на  способности митохондриальных 
дегидрогеназ живых клеток превращать «желтый» 
МТТ – 3-(4,5‑диметилтиазол-2‑ил)-2,5‑дифенилте-
тразолия бромид  – в  «синий» формазан. Клетки 
RPMI8226 засевали в 96‑луночные планшеты с плот-
ностью 20 × 103 клеток на лунку в 3 повторах в 150 мкл 
среды с  сывороткой, содержащей 25 мМ глюкозы 
(контроль), или без глюкозы. Эти условия повторяли 
для бессывороточной среды. После инкубации в те-
чение 72 ч в каждую лунку добавляли 20 мкл МТТ 
(исходная концентрация – 5 мг / мл) и клетки инку-
бировали при температуре 37 ºС еще 4 ч. Через ука-
занное время удаляли среду и добавляли 60 мкл ди-
метилсульфоксида на лунку для растворения осадка. 
Для  гомогенного распределения красителя качали 
на шейкере в течение 3 мин при 300 об / мин. Анализ 
проводили на цитофотометре «Унискан» («Пикон», 
Россия) при фильтре 595 нм. Жизнеспособность кле-
ток оценивалась сопоставлением оптической плот-
ности в  экспериментальных лунках с  оптической 
плотностью в контрольных лунках. Значения пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка средне-
го (SEM).

Исследование глюкозозависимого синтеза 
аденозинтрифосфорной кислоты в клетках 
RPMI8226
Влияние глюкозы на синтез АТФ в клетках опре-

деляли люминесцентным методом с использованием 
набора АТФ-Glo™ («Аксиома БИО», Россия) соглас-
но инструкции. План эксперимента был выполнен 
с модификацией в соответствии с исследованием [10]. 
Клетки RPMI8226 дважды отмывали от  сыворотки 
и глюкозы средой без сыворотки и глюкозы. После 
каждой промывки клетки осаждали центрифугиро-
ванием при 3000 g в течение 5 мин. Осадок клеток 
ресуспендировали в 5 мл среды без сыворотки в при-
сутствии 5 мМ глюкозы (низкое содержание глюко-
зы) и инкубировали в течение 12 ч с целью истощения 
АТФ. Через 12 ч клетки тщательно отмывали от глю-
козы средой без  сыворотки и  глюкозы и  делили 
поровну на  2 части, далее осаждали и  супернатант 
сливали. Затем к  1‑й части осажденных клеток 



13

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 3'2025  том 24    vol. 24

Оригинальные статьи | Original reports

добавляли среду без сыворотки и глюкозы (контроль), 
а ко 2‑й части осажденных клеток добавляли среду 
без сыворотки с 25 мМ глюкозы (высокое содержание 
глюкозы), пипетировали и вносили в лунки 96‑луноч-
ного планшета по 100 мкл (5 лунок). Затем клетки 
инкубировали при температуре 37 ºС в течение 30 мин. 
По истечении 30 мин в каждую лунку вносили по 5 мкл 
АТФ-Glo-коктейля и измеряли интенсивность лю-
минесценции на спектрофлуориметре Multiskan FC 
357–908226 (Thermo Fisher Scientific, США) при 
E

ex
 / E

em
 = 546 / 620 нм. Расчет общего количества АТФ 

проводили на  основе построенной калибровочной 
стандартной кривой. Данные представлены как сред-
нее значение 3 повторных экспериментов.

Выделение РНК из клеток множественной 
миеломы и синтез комплементарной ДНК
Для выделения тотальной РНК к осадку клеток 

добавляли 1 мл тризола (TRIzol, Sigma-Aldrich, США). 
Процедуру выделения РНК проводили согласно стан-
дартному протоколу. Концентрацию РНК определяли 
по оптическому поглощению при λ 260 нм. Электро-
форез выделенной РНК проводили в 1 % агарозном 
геле при  напряжении 100 В  в  течение 30–40 мин. 
Качество РНК оценивали по наличию полос рибо-
сомальной РНК. Реакционная смесь для  синтеза 
первой цепи комплементарной ДНК (кДНК) содер-
жала 2 мкг тотальной РНК, 4 мкл 5X реакционного 
буфера (Fermentas, США), 1 мкл (0,5 мкг) праймеров 
Oligo (dT)

18
 (Fermentas, #S0131, США), 1 мкл 25 мМ 

смеси dNTP (Thermo Fisher Scientific, #R1121, США), 
0,5 мкл (20 ед.) ингибитора РНКаз RiboLock™ 

(Fermentas, #EO0381, США), 1 мкл (200 ед.) обратной 
транскриптазы RevertAid™ M–MuLV (Fermentas, 
#EP0441, США). Объем смеси составлял 25 мкл. Син-

тез первой цепи кДНК с матрицы РНК проводили на 
амплификаторе «Терцик» («ДНК-технология», Рос-
сия) при 42 ºС в течение 60 мин.

Количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Определение экспрессии матричной РНК (мРНК) 

генов GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 в линиях клеток 
проводили c помощью Real-time PCR на  приборе 
CFX96 Touch Real-Time PCR (Bio-Rad, США). Ис-
пользовался набор реагентов для  количественной 
ПЦР Cat#R-412 (Syntol, Россия). Смесь для  ПЦР 
состояла из dNTP, 10X PCR-буфера, ДНК-полиме-
разы SynTaq, MgCl

2
, красителя SYBR Green, 10 пмоль 

прямого и  обратного праймеров, кДНК образцов 
и  дважды дистиллированной H

2
O в  общем объеме 

20 мкл. Условия ПЦР были следующими: реакцию 
проводили при  температуре 95 ºС в  течение 5 мин 
и  40  циклов при  температуре 95 ºС в  течение 15 с, 
затем при температуре 60 ºС в течение 25 с и темпе-
ратуре 72 ºС  – в  течение 25 с. В  данных условиях 
амплификация не  наблюдалась в  контрольных об-
разцах без матрицы или без обратной транскрипции. 
Специфичность продукта амплификации определя-
ли путем анализа кривой плавления для каждой пары 
праймеров. Данные были проанализированы с помо-
щью сравнительного метода CT (cycle threshold), 
а кратность изменения была рассчитана с помощью 
метода 2–ΔΔCT. Для нормализации эффективности син-
теза кДНК использовали амплификацию референс-
ного гена β-Actin. Все образцы анализировали в 3 по-
вторах и использовали средние значения экспрессии. 
В табл. 1 показаны используемые последовательности 
олигонуклеотидных праймеров и ссылка на источник 
нуклеотидной последовательности исследуемого гена 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для количественной полимеразной цепной реакции в реальном 
времени, из Национального центра биотехнологической информации (NCBI)

Table 1. Nucleotide sequences of primers used for quantitative real-time polymerase chain reaction from the National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)

Ген 
Gene

Последовательность прямого (F) / обратного (R) праймеров 
(5’– 3’) 

Forward (F) / Reverse (R) primer sequence (5’– 3’) 

Ссылка на источник последовательности 
нуклеотидов гена из NCBI 

NCBI reference sequence

GLUT-1 F: CTTCACTGTCGTGTCGCTGT
R: TGAAGAGTTCAGCCACGATG NM_006516.2

GLUT-2 F: GGTTTGTAACTTATGCCTAAG
R: GCCTAGTTATGCATTGCAG NM_000340.1

GLUT-3 F: GACCCAGAGATGCTGTAATGGT
R: GACCCCAGTGTTGTAGCCAA NM_006931.2

GLUT-4 F: GCCATGAGCTACGTCTCCATT
R: GGCCACGATGAACCAAGGAA M20747.1

β-Actin F: AGCCATGTACGTTGCTATCCA
R: ACCGGAGTCCATCACGATG NM_001101.3
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из NCBI – базы данных Национального центра био-
технологической информации.

Статистическая обработка данных
Данные представлены как среднее значение 3 по-

вторных экспериментов. Статистический анализ по-
лученных данных проводили с помощью компьютер-
ной программы GraphPad Prizm 5.02 (GraphPad 
Software  Inc., США). Статистическую значимость 
различий в жизнеспособности клеток и синтезе АТФ 
определяли с применением критерия t-тест. Стати-
стическую значимость различий в уровне экспрессии 
генов определяли с использованием U-критерия Ман-
на–Уитни (непараметрического критерия). Значения 
представлены как среднее (M) ± стандартная ошиб-
ка среднего (SEM). Различия считались статистиче-
ски значимыми при р <0,05.

Результаты и обсуждение
На I этапе нашего исследования мы оценили то, 

как влияет сыворотка (FBS) на чувствительность глю-
козозависимой жизнеспособности клеток RPMI8226. 
МТТ-тест показал, что депривация глюкозы приводит 
к  заметному снижению жизнеспособности клеток 
как в присутствии FBS, так и  в  ее отсутствие. Так, 
в присутствии FBS и в отсутствие глюкозы средняя 
жизнеспособность клеток RPMI8226 снизилась 
до 59,1 % (рис. 1, а), а в отсутствие и FBS, и глюкозы 
средняя жизнеспособность клеток RPMI8226 снизи-
лась до 13,7 % (рис. 1, б). Таким образом, полученный 
результат свидетельствует о том, что депривация глю-
козы в отсутствие FBS приводит к более выраженно-
му (в 4,3 раза) снижению жизнеспособности клеток 
RPMI8226.

На следующем, II этапе мы оценили, как влияет 
FBS на глюкозозависимое количество АТФ в клетках 
RPMI8226. Наши данные показали, что  в  клетках 
RPMI8226 депривация глюкозы в присутствии FBS 
и в отсутствие глюкозы приводит к снижению коли-
чества АТФ до 47,3 % (рис. 2, а), а в отсутствие и FBS, 
и  глюкозы  – до  5,0 % (рис. 2,  б). Таким образом, 
полученный результат свидетельствует о том, что депри-
вация глюкозы в отсутствие FBS приводит к более вы-
раженному (в 9,5 раза) снижению количества ATФ.

Таким образом, данные, полученные на этом эта-
пе исследований, позволяют нам утверждать, что от-
вет клеток RPMI8226 на депривацию глюкозы (сни-
жение жизнеспособности и уменьшение количества 
АТФ) является более чувствительным в  условиях 
отсутствия FBS. Важно также отметить, что  отсут-
ствие FBS исключает участие жирных кислот в мета-
болизме [11–14], что позволяет адекватно исследовать 
роль глюкозы в синтезе АТФ и регуляции экспрессии 
генов – транспортеров глюкозы. Именно поэтому 
последующие эксперименты мы проводили в усло-
виях отсутствия FBS.

На III этапе мы исследовали глюкозозависимый 
синтез АТФ в  клетках RPMI8226 в  течение 30 мин 
(дизайн эксперимента подробно описан в  разделе 
«Материалы и методы»). Наши исследования пока-
зали, что в течение 30 мин количество АТФ при кон-
центрации глюкозы 25 мМ увеличилось в  2 раза 
по сравнению с таковым при концентрации глюкозы 
0 мМ (контроль). Эти данные свидетельствуют о том, 
что синтез АТФ в клетках RPMI8226 зависит от ме-
таболизма глюкозы.

Известно, что в миеломных клетках, кроме глю-
козы и  жирных кислот, в  синтезе АТФ участвует 

Рис. 1. Глюкозозависимая жизнеспособность клеток RPMI8226 в присутствии (а) и отсутствие (б) FBS. Депривация глюкозы в отсутствие FBS 
по сравнению с присутствием FBS показала снижение глюкозозависимой жизнеспособности клеток RPMI8226 в 4,3 раза. МТТ-тест, 72 ч. 
*p <0,001 по сравнению с контрольной группой (Gluc+); Gluc – глюкоза; FBS – фетальная бычья сыворотка

Fig. 1. Glucose-dependent viability of RPMI8226 cells in the presence (a) or absence (б) of FBS. Glucose deprivation in the absence of FBS compared 
with the presence of FBS showed a 4.3‑fold decrease in glucose-dependent viability of RPMI8226 cells. MTT assay, for 72 h
*p <0.001 vs control group (Gluc+); Gluc – glucose; FBS – fetal bovine serum
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глутамин [11–14]. В наших исследованиях глутамин 
присутствовал в культуральной среде и его роль в син-
тезе АТФ не исследовалась.

Ранее было показано, что в костном мозге мие-
ломные клетки, в отличие от нормальных плазмати-
ческих клеток, демонстрируют повышенное погло-
щение глюкозы [4] и  что  метаболизм глюкозы им 
необходим для аэробного гликолиза и окислитель-
ного фосфорилирования, а  в  конечном счете  – 
для синтеза АТФ – источника энергии для поддер-
жания повышенных уровней синтеза и  секреции 
антител [12]. При этом обнаружено, что гены, участ

вующие в  метаболизме глюкозы, активируются 
в  плазматических клетках у пациентов с впервые 
диагностированной ММ по сравнению с больными 
с впервые диагностированной ММ [8]. Как сказано 
ранее, начальным этапом метаболизма глюкозы яв-
ляется его транспорт через плазматическую мембра-
ну, который опосредуется семейством транспортеров 
глюкозы GLUT.

В данной работе мы исследовали роль глюкозы 
в  регуляции экспрессии генов GLUT1–GLUT4 как 
возможного механизма активации транспортеров 
глюкозы в миеломных клетках. Значения экспрессии 
генов мы оценивали с  помощью ПЦР в  реальном 
времени.

На  начальном этапе мы определили исходный 
уровень экспрессии мРНК генов GLUT1–GLUT4 
и установили, что для клеток RPMI8226 характерна 
относительно высокая экспрессия мРНК генов GLUT1 
(11,0 ± 0,6) и GLUT3 (12,9 ± 0,3), относительно уме-
ренная – гена GLUT2 (5,4 ± 0,5) и относительно сла-
бая – гена GLUT4 (1,0 ± 0,5). Значения экспрессии 
мРНК генов GLUT1–GLUT4 были нормализованы 
к значениям экспрессии мРНК гена GLUT4.

В ответ на депривацию глюкозы выявлена акти-
вация экспрессии мРНК всех 4 исследуемых генов – 
транспортеров глюкозы. Наиболее активно реаги
ровали на  снижение уровня глюкозы гены GLUT2 
(6,17 ± 2,08) и GLUT4 (7,98 ± 2,92) (табл. 2).

Из данных литературы известно, что транспор-
тер GLUT2 присутствует в β-клетках островков под-
желудочной железы, где он участвует в стимулиру-
емой глюкозой секреции инсулина [15]. В  печени 
GLUT2 вовлечен в механизмы регуляции генов фи-
зиологического контроля, чувствительных к глю
козе [15]. В  нервной системе GLUT2‑зависимая 

Рис. 2. Глюкозозависимое количество аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) в клетках RPMI8226 в присутствии (а) или в отсутствие (б) 
FBS. Депривация глюкозы в течение 72 ч в отсутствие FBS по сравнению с его присутствием приводит к снижению количества АТФ в клет-
ках RPMI8226 в 9,5 раза
*p <0,001 по сравнению с контрольной группой (Gluc+); Gluc – глюкоза; FBS – фетальная бычья сыворотка

Fig. 2. Glucose-dependent amount of adenosine triphosphate (ATP) in RPMI8226 cells in the presence (a) or absence (б) of FBS. Glucose deprivation 
for 72 h in the absence of FBS compared with its presence resulted in a 9.5‑fold decrease in ATP levels in RPMI8226 cells
*p <0.001 compared to the control mixture (Gluc+); Gluc – glucose; FBS – fetal bovine serum
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Fig. 3. Glucose-dependent adenosine triphosphate (ATP) synthesis 
in RPMI8226 cells in the absence (control) or presence of glucose (Gluc) 
after 30 min
*р <0.05 vs control group (Gluc+)
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чувствительность к глюкозе контролирует симпати-
ческую и парасимпатическую активность [15]. Таким 
образом, экспрессия GLUT2 характерна для чувстви-
тельных к  глюкозе клеток, которые активируются 
либо гипогликемией, либо гипергликемией.

Таблица 2. Зависимость экспрессии мРНК GLUT1–GLUT4 от де-
привации глюкозы в клетках RPMI8226

Table 2. Dependence of GLUT1–GLUT4 mRNA expression on glucose 
deprivation in RPMI8226 cells

Ген 
Gene

Gluc+ Gluc–

GLUT1 1,0 2,04 ± 0,36*

GLUT2 1,0 6,17 ± 2,08*

GLUT3 1,0 3,92 ± 1,72*

GLUT4 1,0 7,98 ± 2,92*

*р<0,05 по сравнению с контрольной группой (Gluc+); 
Gluc – глюкоза. 
*р<0.05 vs control group (Gluc+); Gluc – glucose.

В  нашем исследовании мы показали, что, хотя 
ген GLUT2 и  имеет умеренный исходный уровень 
экспрессии, при депривации глюкозы (при гипогли-
кемии) экспрессия GLUT2 (6,17 ± 2,08) значительно 
увеличивается по сравнению с GLUT1 (2,04 ± 0,36) 
и GLUT3 (3,92 ± 1,72). В соответствующей литературе 
мы не  нашли информацию о  влиянии депривации 
глюкозы на экспрессию мРНК GLUT2 в миеломных 
клетках. Однако на основании полученных данных 
мы пришли к выводу о том, что в клетках RPMI8226 
GLUT2 является наиболее глюкозочувствительным ге-
ном (среди генов – транспортеров глюкозы I класса).

Вторым геном (после GLUT2), экспрессия кото-
рого заметно повысилась при депривации глюкозы, 
был ген GLUT4 (7,98 ± 2,92) (см. табл. 2). Интересным 
является тот факт, что гены GLUT2 и GLUT4 исход-
но  слабее экспрессируются, чем  GLUT1 и  GLUT3 
(см. табл. 2), однако они демонстрируют значительно 
бóльшую чувствительность к состоянию депривации 
глюкозы, чем последние (см. табл. 2). Это свидетель-
ствует о том, что исходные уровни экспрессии генов – 
транспортеров глюкозы не  коррелируют с  ответом 
на депривацию глюкозы.

Белок GLUT4 был обнаружен в чувствительных 
к инсулину тканях и играет ключевую роль в поддер-
жании жизнеспособности и  пролиферации клеток 
ММ [14]. Ранее было показано, что в жировых клет-
ках i3T3‑L1 [16] и в миоцитах [17] депривация глю-
козы не влияет на уровень GLUT4. Экспрессия белка 
GLUT4 регулируется на уровне транскрипции мРНК 
гена GLUT4 [14], т. е. изменение количества белка 
GLUT4 положительно коррелирует с  изменением 

мРНК GLUT4. Снижение уровня глюкозы в плазме 
может быть важным последствием ограничения пи-
щи. Показано, что уровень экспрессии мРНК гена 
GLUT4 в сердце снижается при голодании и увели-
чивается при возобновлении питания [18]. Ограни-
чение еды не  влияет на  экспрессию мРНК гена 
GLUT4 в скелетных мышцах [19]. В условиях гипо
гликемии уровень экспрессии мРНК гена GLUT4 
в  гранулоцитах человека увеличивается, тогда как 
в моноцитах – остается неизменным [20]. Таким об-
разом, данные литературы свидетельствуют о том, 
что ген GLUT4 в  разных типах клеток по‑разному 
реагирует на  снижение уровня глюкозы. В  нашем 
исследовании мы показали, что в миеломных клетках 
RPMI8226 в условиях депривации глюкозы экспрес-
сия мРНК гена GLUT4 увеличивается.

Гены GLUT1 и GLUT3 также активируются в ответ 
на депривацию глюкозы (см. табл. 2). Однако экс-
прессия мРНК GLUT1 повышается всего в 2,04 раза, 
а GLUT3 – в 3,92 раза (см. табл. 2), хотя средний ис-
ходный уровень экспрессии этих генов является вы-
соким (11,0 и  12,9 соответственно) по  сравнению 
со  средним исходным уровнем экспрессии GLUT2 
(5,4) и GLUT4 (1,0). Эти данные также подтверждают 
то, что исходные уровни экспрессии генов – транс-
портеров глюкозы в клетке RPMI8226 не коррелиру-
ют с ответом на депривацию глюкозы.

Ранее было продемонстрировано, что депривация 
глюкозы увеличивает экспрессию GLUT1 в клетках 
С6 крысы [21], в адипоцитах 3T3‑L1 [16] и в миоцитах 
L6 [22]. GLUT1 негативно регулируется глюкозой 
в миоцитах L8 и NIH 3T3 [23].

Было также показано, что депривация глюкозы 
повышает уровень мРНК и  белка GLUT3 в  мозге 
мышей и первичных культурах нейронов эмбрионов 
крысы [24], в хромаффинных клетках мозгового ве-
щества надпочечников крупного рогатого скота [25], 
в гранулоцитах и моноцитах [20], в нейронах голов-
ного мозга крысы [26].

Таким образом, в ответ на депривацию глюкозы 
в клетках RPMI8228 выявлена активация экспрессии 
мРНК всех 4 генов – транспортеров глюкозы: GLUT1, 
GLUT2, GLUT3 и GLUT4. Наиболее активно реагирова-
ли на снижение уровня глюкозы гены GLUT2 и GLUT4, 
исходный уровень экспрессии которых был ниже, 
чем экспрессия генов GLUT1 и GLUT3 (см. табл. 2). 
Исследования экспрессии соответствующих белков 
для транспортеров глюкозы планируются к публика
ции в будущих работах.

Заключение
Мы исследовали глюкозозависимый синтез АТФ 

и  экспрессию генов  – транспортеров глюкозы 
GLUT1–GLUT4, участвующих в  переносе глюкозы 
в миеломных клетках человека RPMI8226. Установили, 
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что для этой линии клеток характерна высокая ис-
ходная экспрессия мРНК гена GLUT1 и мРНК гена 
GLUT3, умеренная  – гена GLUT2 и  слабая  – гена 
GLUT4. Мы показали, что  синтез АТФ в  клетках 
RPMI8226 зависит от метаболизма глюкозы, что сви-
детельствует о важной роли глюкозной компоненты 
наряду с глутаминовой и липидной компонентами, 
участвующими в синтезе АТФ. Снижение жизнеспо-
собности клеток RPMI8226 строго коррелирует cо 
снижением содержания новосинтезируемой АТФ. 
В ответ на депривацию глюкозы выявлена активация 
экспрессии мРНК всех 4 исследуемых генов-транс-

портеров, однако наиболее выраженная экспрессия 
была характерна для генов GLUT2 и GLUT4, исходный 
уровень экспрессии которых был ниже, чем экспрес-
сия генов GLUT1 и GLUT3. Полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что исходная активность от-
дельно взятых генов-транспортеров не предсказыва-
ет ответ на депривацию глюкозы.

Таким образом, гиперэкспрессия генов GLUT2 
и GLUT4 в отсутствие глюкозы в миеломных клетках 
RPMI8226 предполагает проведение дополнительных 
клинических исследований с  целью рассмотрения 
подходов к их дифференциальному блокированию.
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