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Атрофия скелетных мышц при их функциональной разгрузке обусловлена снижением белкового син-
теза и резким увеличением его распада. Накопление АТФ в мышце при разгрузке, обнаруженное на
ранних сроках, может быть одним из стимулов, запускающих этот процесс. Показано, что паннекси-
новые каналы пропускают АТФ при разгрузке мышц из цитоплазмы во внеклеточное пространство.
Внеклеточный АТФ может восприниматься P2Y2-рецепторами. Для проверки гипотезы об участии
P2Y2-рецепторов в регуляции сигнальных процессов в скелетных мышцах на ранних этапах функцио-
нальной разгрузки был применен селективный ингибитор P2Y2-рецепторов AR-C 18925XX. Ингиби-
рование P2Y2-рецепторов AR-C 18925XX при 3-дневной функциональной разгрузке крыс снижает
атрофию m. soleus, предотвращает накопление АТФ в m. soleus, замедляет экспрессию мРНК Е3-лигазы
MAFbx, убиквитина и рецепторов IL6, способствует повышению уровня фосфорилирования AMPK, а
также увеличивает интенсивность белкового синтеза.
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Скелетная мышца чрезвычайно пластична.
Снижение сократительной активности, или ее
полное прекращение приводит к снижению массы
мышц, площади поперечного сечения мышечных
волокон, снижению максимальной силы и скоро-
сти мышечного сокращения, а также работоспо-
собности [1–3]. Атрофия обусловлена снижением
белкового синтеза и резким увеличением белково-
го распада [4]. Беловой и соавт. показано, что даже
трехнедельное нахождение крыс в клетках ограни-
ченного размера вызывает атрофию скелетных
мышц, изменения клеточных сигнальных путей и
ускоренный набор массы тела животных [5]. Атро-
фия скелетных мышц при функциональной раз-
грузке развивается очень быстро, и масса мышцы
снижается уже после 3 дней воздействия [6]. В то
же время ранние этапы развития атрофии менее
изучены. Негативные изменения в маркерах сиг-
нальных путей мышц начинают проявляться уже
через несколько часов функциональной разгрузки.
Например, экспрессия основных мышечных
Е3-лигаз, участвующих в процессе деградации
белка (MuRF1, MAFbx), достоверно повышается
через 24 ч разгрузки мышц и достигает пика к
3-м суткам [7]. Поэтому мы исследовали триггер-
ные механизмы, запускающие белковую деграда-
цию, при 3-суточном воздействии функциональ-

ной разгрузки на мышцу. Мы предположили, что
одним из таких механизмов может быть накопле-
ние АТФ в мышце при разгрузке, обнаруженное
ранее нами и другими авторами [6, 8, 9]. Стимул,
активирующий работу АТФ-зависимых путей ре-
гуляции сигналинга скелетных мышц при их раз-
грузке, может быть следующий. Функциональная
разгрузка мышц ведет к снижению электрической
мышечной активности, открытию дигидропири-
диновых (DHPR) Са-зависимых каналов L-типа,
которые плотно соединены с паннексиновыми ка-
налами [10]. Ранее показано, что паннексиновые
каналы пропускают АТФ из цитоплазмы во вне-
клеточное пространство [11]. В 2021 г. подтвержде-
но, что внеклеточный АТФ при функциональной
разгрузке может являться одним из основных
сигналов в скелетных мышцах для регулирова-
ния различных процессов, среди которых – экс-
прессия генов [6]. Показано, что паннексин
(Panx1) – опосредованный транспорт АТФ влияет
на экспрессию мышечно-специфичных E3 убик-
витинлигаз MuRF1 и MAFbx и регулирует сигналь-
ные пути, контролирующие процессы трансляции
и элонгации белка при функциональной разгрузке
мышц [6]. Высказано предположение о возможном
вовлечении пуринергических рецепторов P2Y2 в
эти процессы. В литературе имеются данные о том,
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что внеклеточный АТФ может восприниматься как
P2Y2-, так и P2Y1-рецепторами [10, 12–15]. Для
проверки нашей гипотезы об участии пуринерги-
ческих рецепторов P2Y2 в процессе атрофии мышц
мы блокировали P2Y2-рецепторы (чувствительные
к адениловым нуклеотидам) специфическим инги-
битором AR-C 118925XX, животные при этом
подвергались 3-дневной мышечной разгрузке
путем вывешивания. Специфические ингибито-
ры пуринергических рецепторов появились не-
давно и используются впервые при моделирова-
нии функциональной разгрузки мышц крыс. Мы
впервые показали, что при разгрузке мышц актива-
ция специфических транскрипционных программ
запускается в том числе с помощью передачи АТФ-
опосредованных сигналов и пуринергические ре-
цепторы принимают в этом участие. Ингибирова-
ние пуринергических рецепторов P2Y2 при 3-днев-
ной разгрузке снижает атрофию мышц.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперимент был одобрен комиссией по био-
медицинской этике Института медико-биологиче-
ских проблем РАН (протокол № 585) и соответ-
ствует современным нормам и стандартам работы с
животными.

24 самца крыс Вистар массой тела 190 ± 10 г слу-
чайным образом были распределены на 3 группы
по 8 крыс в каждой: контроль (группа С) c введени-
ем плацебо (10%-ный раствор диметилсульфокси-
да в физиологическом растворе, объем инъекции –
400 мкл), 3-суточное вывешивание (группа HS) с
введением плацебо, 3-суточное вывешивание с
введением ингибитора P2Y2-рецепторов AR-C
118925XX (10 мг/кг в день в 10%-ном растворе ди-
метилсульфоксида в физиологическом растворе,
внутрибрюшинно ) (группа А). AR-C 118925XX –
химическое наименование: 5-[[5-(2,8-Dimethyl-
5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5-yl)-3,4-dihydro-2-oxo-
4-thioxo-1(2H)-pyrimidinyl]methyl]-N-2H-tetrazol-
5-yl-2-furancarboxamide. Первая инъекция вводи-
лась одновременно с вывешиванием, последую-
щие – через 24 ч, не снимая животных с экспери-
ментального стенда.

Вывешивание задних конечностей по методике
Ильина–Новикова в модификации Morey–Holton
[16] делалось так, что задние конечности крыс не
касались пола, а передние свободно опирались
на пол, и животные свободно передвигались.
Крысы были подвешены на специальных мягких
шинках. Данные показывают, что при таком спо-
собе проведения вывешивания животные не под-
вергаются стрессу, кровообращение хвоста не
нарушается. Пищу и воду животные получали ad
libitum. Через 3 дня эксперимента крыс наркоти-
зировали внутрибрюшинной инъекцией трибром-

этанола (240 мг/кг массы тела), выделяли m. soleus,
немедленно замораживали в жидком азоте и хра-
нили при –85°С. Животных умерщвляли введени-
ем летальной дозы трибромэтанола (480 мг/кг).

ОБРАБОТКА БИОМАТЕРИАЛА
Электрофорез с последующим вестерн-блоттингом

С каждого образца m. soleus были сделаны срезы
толщиной 20 мкм (10–15 мг) на микротоме–крио-
стате фирмы Leica и немедленно прогомогенизи-
рованы в течение 25 мин в 125 мкл лизирующего
буфера RIPA (Santa-Cruz, США), содержащего
50 мM Tris (pH 7.4), 150 мM NaCl, 0.1% Triton X-100,
0.1% SDS, 5 мM EDTA (pH 8.0) 1 мM DTT, 1 мM
PMSF, 1 мМ Na3VO4, 1 мM PMSF, апротинин
(10 мкг/мл), леупептин (10 мкг/мл), пепстатин А
(10 мкг/мл), протеазный ингибиторный коктейль
(Santa-Cruz, США) и фосфатазный ингибиторный
коктейль (Santa-Cruz,США), либо 50 мМ NaF и
50 мМ бета-глицерофосфата. Затем образцы цен-
трифугировали при 20 000 g в течение 15 мин. Часть
супернатанта отбирали для определения концен-
трации общего белка с помощью реактива Бред-
форда (Bio-Rad Laboratories, США). Определения
проводились на современном планшетном фото-
метре Epoch при длине волны 595 нм. Остальная
часть белковых образцов была разаликвотирована
в пробирки для дальнейшего проведения электро-
форетических анализов. Образцы для нанесения
разводились в 2-кратном Laemmli буфере для об-
разцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na,
20%-ный глицерин, 10%-ный β меркаптоэтанол,
0.02%-ный бромфеноловый синий).

Электрофорез проводили в 10%-ном разделяю-
щем ПААГ (0.2%-ный метилбисакриламид, 0.1%-
ный Ds-Na, 375 мМ Tris-HCl (pH 8.8), 0.05%-ный
персульфат аммония, 0.1%-ный ТЕМЕД) и в
5%-ном концентрирующем ПААГ (0.2%-ный ме-
тилбисакриламид, 0.1%-ный Ds-Na, 125 мМ Tris-
HCl (pH 6.8), 0.05%-ный аммоний персульфат,
0.1%-ный ТЕМЕД). Для проведения электрофоре-
за был использован трис-глициновый буфер
(192 мМ Tris-глицин (pH 8.6), 0.1%-ный Ds-Na).
Образцы каждой группы загружались на один гель
с контрольными образцами. Образцы загружались
из расчета 25 мкг общего белка в каждой пробе на
дорожку и нормировались относительно уровня
GAPDH, содержащегося в той же пробе. При необ-
ходимости для некоторых белков объем нанесения
мог подбираться индивидуально. Электрофорез
проводился при 15 мА на гель в мини-системе Bio-
Rad Laboratories при комнатной температуре.

Вестерн-блоттинг. Электроперенос белков про-
водился в буфере (25 мМ Tris (pH 8.3), 192 мМ гли-
цин, 20%-ный метанол, 0.04%-ный Ds-Na) на нит-
роцеллюлозную мембрану при 100 V при темпера-
туре 4°C в системе mini Trans-Blot (Bio-Rad
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Laboratories) в течение 2 ч. После электропереноса
нитроцеллюлозные мембраны инкубировались в
течение 5 мин в 0.3%-ном растворе Ponceau Red в
5%-ной уксусной кислоте, затем отмывались в PBS
(Биолот) с 0.1%-ным Tween20 (PBST) до появления
четких белковых полос на мембране. Этот этап
проводился для контроля эффективности перено-
са, а также для того, чтобы убедиться, что количе-
ства общего белка, внесенного в каждую дорожку,
было одинаковым. Мембраны блокировались в
растворе 5%-ного сухого молока (Bio-Rad Labora-
tories) в PBST в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре, затем помещались в раствор первичных ан-
тител на ночь при 4°С. Для выявления белковых
полос были использованы первичные антитела
против pErk1/2 (1:1000, #9101), Erk1/2 (1:1000,
#4695), pAMPK (1:500, #2535), AMPK (1:1000,
#2532), pP90 (1:1000, #9344), P90 (1:1000, #8408)
фирмы “Cell Signaling Technology” (США), Puro-
mycin (1:3000, EQ0001) фирмы Kerafast Inc. (США),
GapDH (1:10000, #G401) фирмы ABM (США).

Затем мембрана отмывалась от первичных анти-
тел в PBST 3 раза по 5 мин на шейкере и инкубиро-
валась 1 ч со вторичными антителами goat-anti-rab-
bit (1:30000, Jackson Immuno Research, США) или
goat-anti-mouse (1:20000, Bio-Rad Laboratories,
США). Потом мембрана отмывалась от вторичных
антител в PBST 3 раза по 5 мин на шейкере. Выяв-
ление проводилось с помощью Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad Laboratories, США). Хемилюми-
несцентный сигнал детектировался с помощью
сканера C-DiGit Blot Scanner (LI-COR, США). За-
тем полученные на сканере изображения обраба-
тывались с помощью прилагаемого программного
обеспечения Image Studio Software (LI–COR) для
получения количественных данных для анализа.
Для каждого параметра электрофорез с последу-
ющим иммуноблоттингом был повторен не ме-
нее 3 раз. Хемилюминесцентный сигнал иссле-
дуемых белков нормировался на сигнал GapDH.
Данные вестерн-блоттинга представлены в виде
соотношения сигнала фосфорилированной фор-
мы белка и сигнала, детектирующего весь этот
белок, лишь при условии, что последний не изме-
няется.

Содержания АТФ в мышце

Для определения содержания АТФ в мышце ис-
пользовался набор ATP Colorimetric/Fluorometric
Assay Kit (MAK190; Sigma, St. Louis, MO, США).
Образец ткани взвешивали, добавляли в пробирку
2 Н хлорную кислоту, 10 мкл/мг ткани и гомогени-
зировали. Затем пробы выдерживались на льду 30–
45 мин. После этого образцы центрифугировали
при 13000 g 2 мин при 4°C, супернатант переносил-
ся в чистую пробирку. Объем супернатанта изме-
ряли, доводили до 500 мкл с помощью ATP Assay
Buffer. Хлорную кислоту нейтрализовали добавле-

нием 2 M KOH (KOH добавляли постепенно, пере-
мешивая и проверяя pH с помощью индикатор-
ной бумаги до тех пор, пока pH пробы не дости-
гал 6.5–8). Далее пробы центрифугировали при
13 000 g в течение 15 мин при 4°C. Супернатант ис-
пользовали для дальнейшего определения АТФ.

В лунки планшета вносили по 50 мкл образца (и
по 50 мкл подготовленных стандартов в диапазоне
2–10 нмоль/лунка) и 50 мкл ATP Reaction Mix, за-
тем инкубировали 30 мин в темноте. Оптическую
плотность каждого образца измеряли с помощью
планшетного спектрофотометра при 570 нм. Кон-
центрация АТФ рассчитывалась по следующей
формуле:

Концентрация АТФ = B * DDF/V, где
B – количество АТФ в лунке с образцом, рас-

считанное по стандартной кривой;
V – объем пробы, добавленный в лунки (50 мкл

в нашем случае);
DDF – deproteinization dilution factor – фактор

разведения, считался по формуле:
DDF = (500 мкл + объем KOH (мкл))/началь-

ный объем пробы.

Исследование интенсивности синтеза белка
Для определения общего синтеза белка приме-

нялась методика SUnSET (surface sensing of transla-
tion) [17, 18]. За полчаса до введения наркоза жи-
вотным вводили внутрибрюшинно 500 мкл
0.8%-ного раствора пуромицина, который ингиби-
рует рост полипептидной цепи на рибосоме. При
этом содержание пуромицина в скелетной мышце
коррелирует с интенсивностью синтеза белка.
Включение пуромициновой метки оценивалось с
помощью вестерн-блоттинга. Пептиды, меченные
пуромицином, выявляются с использованием ан-
тител против пуромицина. Скорость или общее ко-
личество включения пуромицина, обнаруженное
антителом против пуромицина, служит прямым
показателем синтеза белка.

Исследование экспрессии генов
Выделение мРНК из мышечной ткани. Для про-

ведения ПЦР в реальном времени и оценки коли-
чества мРНК в экспериментальных группах была
выделена РНК из образцов мышечной ткани. Для
выделения тотальной РНК из скелетных мышц бы-
ла использована методика выделения РНК на мик-
роколонках RNeasy Micro (Qiagen, Германия).
Производилась нарезка m. soleus крысы на микро-
томе при толщине срезов 20 мкм. 4–6 мкг нарезан-
ной ткани помещались в эппендорф с 300 мкл ли-
зирующего буфера RLT, содержащего гуанидин
тиоцианат, сильный белковый детергeнт, в кото-
рый добавлялось 10 мкл β-меркаптоэтанола. Гомо-
генат был перемешен в течение 1 мин на Microspin
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FV-2400 (Biosan, Латвия). Затем к гомогенату было
добавлено 589 мкл воды, очищенной от РНКазы, и
11 мкл раствора протеиназы К (18.7 мг/мл) (Син-
тол, Россия). Далее раствор инкубировался в тече-
ние 15 мин при 55°С, а затем центрифугировался
при комнатной температуре 3 мин при 10000 g. Су-
пернатант переносился в новую пробирку с 450 мкл
96–100%-ного этилового спирта, смесь переме-
шивалась пипетированием. Данный лизат был
перенесен на колонку в пробирке и центрифуги-
ровался 15 с при ≥8000 g. Смыв был отброшен.
Колонка промывалась 350 мкл буфера RW1 цен-
трифугированием в течение 15 с при 13000 g, далее
на 20 мин на силикагелевую мембрану колонки бы-
ло нанесено 80 мкл ДНКазы I. Затем колонка по-
следовательно была промыта буферами RW1, RPE,
80%-ным этанолом. Для элюции колонка была пе-
ренесена в эппендорф, на мембрану нанесено
30 мкл воды, проведено центрифугирование в те-
чение 1 мин при 10000 g. Эппендорф с водным рас-
твором РНК немедленно был помещен в лед, а за-
тем на хранение в холодильник (–85°С). При по-
мощи данного метода выделяются в основном
молекулы мРНК.

Концентрация мРНК определялась по погло-
щению раствора мРНК при помощи спектрофото-
метра NanoPhotometer IMPLEN, способного про-
водить измерения в объеме 2 мкл. Снимались по-
казания в диапазоне от 200 до 320 нм. Измерение
каждой пробы проводилось не менее 3 раз. Чистота
образцов была оценена, исходя из соотношений
показателей поглощения при различных длинах
волн. Соотношение А260/А230 эксперименталь-
ных образцов было >2.0, это указывает на то, что
они являлись достаточно чистыми от углеводов,
пептидов, фенолов или ароматических соедине-
ний.

Обратная транскрипция

Для проведения обратной транскрипции были
использованы реагенты фирмы Синтол, Россия.
Для подготовки кДНК водный раствор, содержа-
щий 1 мкг тотальной РНК, 30 мкМ случайных гек-
сануклеотидов и 17.4 мкМ олиго-d(T)15 инкубиро-
вался 3 мин при 70°С и немедленно переносился
на лед. Далее к смеси было добавлено 11.5 мкл
мастер-микса (1.3 мМ дНТФ, 0.02 ед/мкл инги-
битора РНКазы, 6 ед/мкл M-MLV-ревертазы,
4 мкл 5х-буфера для M-MLV-ревертазы, Синтол).
После этого пробы помещались в амплификатор
(iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System,
Bio-Rad Laboratories) для проведения обратной
транскрипции: 10 мин при 25°С, 60 мин при 37°С,
5 мин при 95°С, 30 мин при 4°С. После проведения
реакции образцы, содержащие кДНК, хранились
при –25°С.

Проведение ПЦР в реальном времени
Для проведения ПЦР в реальном времени сме-

шивалось 2 мкл кДНК, 2 мкл праймеров с концен-
трацией 10 мкМ и 21 мкл мастер-микса (0.3 мМ
дНТФ, 3 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10x ПЦР-буфера Б
(pH 8.8), 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы, Син-
тол). Затем пробы были помещены в амплифика-
тор для проведения реакции.

Используемые в работе праймеры:
5'-ctgccaggcacccgtgctctactt-3' и 5'-ctgaggtcaagt-

gatcggaaggag-3' для P2Y2;
5'-gccaatttggtgctttttgt-3' и 5'-aaattcagtcctctccccgt-3'

для MuRF-1;
5’-ctacgatgttgcagccaaga-3' и 5'-ggcagtcgagaagtc-

cagtc-3' для MAFbx/Atrogine-1;
5'-caccaagaaggtcaaacagga-3' и 5'-gcaagaactttat-

tcaaag-tgcaa-3' для убиквитина;
5'- tca-cag-agc-aga-gaa-tgg-act -3' и 5'- gta-tgg-ctg-

ata-cca-caa-ggt -3' для IL6R;
5'- gta-ccc-ttc-ctc-ttc-cct-atg-c -3' и 5'- caa-tgc-

caa-ctc-tcg-tca-aca-g -3' для RPL19.
Все праймеры были синтезированы фирмой

Синтол (Россия). Для анализа полученных с помо-
щью ПЦР в реальном времени данных применя-
лось относительное количественное определение
исследуемого гена, нормализованное к рефе-
ренсному, метод 2-ΔΔСt (метод Ливака). В качестве
референсного гена был использован RPL19, экс-
прессия которого постоянна в m. soleus в условиях
эксперимента.

Анализ полученных данных 
и статистическая обработка данных

Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью программы REST 2009 v.2.0.12 и
OpenOffice.org Calc, находящихся в свободном до-
ступе. REST 2009 v.2.0.12 позволяет анализировать
данные по нескольким референсным генам, что
снижает вероятность ошибки. Достоверность от-
личий между группами определялась с помощью
критерия Краскела–Уоллиса. В тексте и на гисто-
граммах результаты анализа экспрессии представ-
лены в виде медианы и интерквартильной широты,
результаты анализа относительного содержания
белков с помощью вестерн-блоттинга представле-
ны в виде среднего значения и ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние введения ингибитора на массу 

разгруженной m. soleus, экспрессию
мРНК P2Y2-рецепторов и энергетический гомеостаз

За время эксперимента изменения массы тела
крыс ни в одной из групп не наблюдалось. В группе



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 6  2022

РОЛЬ P2Y-РЕЦЕПТОРОВ В РЕГУЛЯЦИИ АТРОФИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 491

вывешенных без препарата крыс (HS) масса m. so-
leus через 3 дня вывешивания была достоверно
снижена на 10 мг по отношению к группе контроля
(p <0.05, рис. 1), в то время как между группой
крыс, вывешенных с введением ингибитора P2Y2-
рецепторов (группа А) и контролем различий не
наблюдалось.

Мы обнаружили пониженную на 36% экспрес-
сию мРНК P2Y2 (гр. А) при применении специфи-
ческого ингибитора у вывешенных животных
(p < 0.05) относительно контрольной группы (рис. 2).
В группе HS отличий от контроля не наблюдалось.
Результат свидетельствует о специфическом дей-
ствии ингибитора на белок-мишень и снижении
его экспрессии в мышце.

Уровень АТФ был существенно повышен толь-
ко в группе вывешенных животных без введения
препарата (HS) (на 62% по сравнению с группой
контроля, p < 0.05, рис. 3). В группе А (с ингибиро-
ванием P2Y2-рецепторов) этот параметр не отли-
чался от группы контроля (рис. 3).

В нашем исследовании содержание pAMPK в
группе HS было существенно ниже, чем в группе
контроля (рис. 4). Однако в группе A (c ингибиро-
ванием P2Y2-рецепторов) ее уровень в m. soleus не
отличался от контрольной группы.

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры белковой деградации

Мы определили уровень экспрессии мРНК Е3-
убиквитинлигаз MuRF1 и MAFbx. Экспрессия
MuRF1 у всех вывешенных животных была досто-
верно выше по сравнению с группой контроля (p <
< 0.05, рис. 5a). Экспрессия мРНК MAFbx была
высокой в вывешенных группах относительно
уровня группы контроля (p < 0.05), однако в группе

А экспрессия мРНК MAFbx была существенно ни-
же, чем в группе HS (вывешивания без препарата
(p < 0.05, рис. 5b).

Увеличение экспрессии мРНК убиквитина ча-
стично было предотвращено в группе животных,
вывешенных с ингибированием P2Y2-рецепторов
относительно группы контроля. В вывешенной без
препарата группе HS его уровень был на 114% вы-
ше, чем в группе контроля, в то время как в группе
с ингибированием P2Y2-рецепторов (т.е. в той
группе, где не было атрофии камбаловидной мыш-

Рис. 1. Масса m. soleus крыс после 3-дневного вывеши-
вания. C – контроль, HS – 3- суточное вывешивание с
введением плацебо, A – 3-суточное вывешивание с вве-
дением AR-C 118925XX. * – Достоверные отличия от
группы C (p < 0.05).
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Рис. 2. Экспрессия мРНК P2Y2 в m. soleus крыс после
3-дневного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные
отличия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 3. Содержание АТФ в m. soleus крыс после 3-днев-
ного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, A – 3-суточное выве-
шивание с введением AR-C 118925XX. * – Достоверные
отличия от группы C (p < 0.05).
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ЗАРИПОВА и др.

цы) его экспрессия была повышена только на 48%
(p < 0.05, рис. 6).

Мы обнаружили увеличение экспрессии рецеп-
тора интерлейкина 6 (IL–6R) во всех m. soleus выве-
шенных животных (гр. HS и А) относительно груп-
пы контроля на 199 и 48% соответственно (рис. 7).
Однако стоит отметить, что в группе А (где масса
m. soleus не отличалась от группы контроля) экспрес-
сия рецепторов IL-6 была значительно ниже, чем в
группе вывешивания без препарата HS (p < 0.05).

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры, участвующие в регуляции

белкового синтеза
Мы исследовали уровень фосфорилирования

Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase) в m. sole-

us. Фосфорилирование Erk1/2 в m. soleus было сниже-
но в группе вывешенных крыс (HS) на 63%. Введение
ингибитора P2Y2-рецептора полностью предотвра-
щало индуцированное разгрузкой снижение фосфо-
рилирования Erk1/2 в группе А (рис. 8).

Уровень фосфорилирования p90RSK также был
значительно снижен в вывешенной группе HS на
28% (p < 0.05) относительно группы контроля (рис. 9).
Однако в группе А, вывешенной с ингибированием
пуринергических рецепторов, уровень фосфори-
лирования p90RSK в m. soleus не отличался от груп-
пы контроля.

Интенсивность синтеза белка была достоверно
снижена на 60% в группе вывешивания HS (p < 0.05)
относительно группы контроля. В группе А это
снижение было почти в 2 раза ниже – 37% относи-
тельно контроля (рис. 10).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами обнаружено, что масса m. soleus была до-

стоверно снижена относительно контроля только в
группе вывешивания без препарата, указывая на
замедление скорости атрофических процессов при
ингибировании пуринергических рецепторов P2Y2.
Мы впервые получили такой результат, так как ин-
гибитор AR-C 118925XX рецепторов P2Y2 был вы-
пущен недавно, и ингибирование пуринергиче-
ских рецепторов при функциональной разгрузке
мышц ранее не исследовалось. Наиболее близким
способом (прототипом), направленным на предот-
вращение атрофии скелетных мышц при их функ-
циональной разгрузке, можно считать способ Chen
и соавт. [19]. В этой работе исследовали первичные
мышечные фибробласты, выделенные из мышей
дикого типа и мышей с отсутствием гена белка
P2Y2, после повреждения у них нерва sciatic в тече-
ние 2, 4 и 6 нед. Авторы обнаружили меньшую

Рис. 5. Экспрессия мРНК MuRF1 (a) и MAFbx/Atrogin (b) в m. soleus крыс после 3-дневного вывешивания. C – контроль,
HS – 3-суточное вывешивание с введением плацебо, A – 3- суточное вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – До-
стоверные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные отличия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 4. Содержание pAMPK в m. soleus крыс после
3-дневного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – Досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05).
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атрофию мышцы у мышей при денервации, у кото-
рых отсутствовал ген белка P2Y2. Было показано,
что P2Y2 усиливают атрофию скелетных мышц и
активацию фибробластов после мышечного повре-
ждения. Стоит отметить, что использование мето-
да генных модификаций и воздействий на геном
человека для предотвращения атрофии мышц у
людей неприменимо. Можно полагать, что фарма-
кологическое применение ингибиторов пуринер-
гических рецепторов может быть использовано в
медицине.

Рецепторы P2Y (в том числе Y1 и Y2) (связаны с
рецептором, сопряженным с G-белком (GPCR)),
активируются как ди-, так и трифосфат-пуриновы-
ми или пиримидиновыми нуклеотидами. Мы ис-
следовали роль рецепторов P2Y2 в регуляции кле-
точного сигналинга при функциональной разгруз-
ке мышц. Экспрессия мРНК P2Y2- рецепторов при
применении селективного ингибитора AR-C
118925XX была снижена относительно уровня
группы контроля (рис. 2). Результат свидетельству-
ет о специфическом действии ингибитора на бе-
лок-мишень и снижении его экспрессии в мышце.
Так как этот рецептор взаимодействует с нуклеоти-
дами, мы определили содержание АТФ в m. soleus
всех экспериментальных групп. Уровень АТФ был
существенно повышен только в группе вывешен-
ных без введения препарата животных (HS), (на
62% по сравнению с группой контроля, рис. 3). О
таком же повышении уровня АТФ при 3-дневном
вывешивании крыс сообщалось ранее [6]. В группе
с ингибированием P2Y2-рецепторов такого увели-
чения АТФ в m. soleus не было. Ранее показано, что

АТФ вызывает увеличение Ca2+ путем активации
рецептора P2Y2 и нижележащего пути IP3R специ-
фически в медленной m. soleus [20]. Итак, ингиби-
рование пуринергических P2Y2-рецепторов при
разгрузке мышцы эффективно влияет на уровень в
ней АТФ.

AMPK (аденозинмонофосфат-активируемая
протеинкиназа) является ключевым регулятором
энергетического гомеостаза. Уровень фосфорили-
рования AMPK может меняться в зависимости от
продолжительности мышечной разгрузки [21–23].
В нашем исследовании содержание pAMPK в груп-
пе HS было значительно снижено относительно
группы контроля (рис. 4). Однако в группе с инги-
бированием P2Y2-рецепторов (А) уровень ее фос-
форилирования в m. soleus не отличался от уровня
группы контроля. Фосфорилирование AMPK мо-
жет регулироваться несколькими механизмами,
включая метилирование [24] и содержание АМФ
(аденозинмонофосфата). Активация AMPK регу-
лируется также кальцием [25]. Можно отметить,
что в группе с ингибированием P2Y2-пуринергиче-
ских рецепторов снижение фосфорилирования
AMPK при функциональной разгрузке m. soleus
было полностью предотвращено. Можно предпо-
ложить, что это произошло потому, что уровень
АТФ, ингибирующий ее фосфорилирование, в
этой группе не отличался от уровня группы интакт-
ного контроля (в отличие от группы HS).

Итак, ингибирование P2Y2-рецепторов в m. so-
leus при ее функциональной разгрузке замедляет
развитие в ней атрофии, накопление АТФ и сни-

Рис. 7. Экспрессия мРНК IL6R в m. soleus крыс после 3-
дневного вывешивания. С – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные
отличия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 6. Экспрессия мРНК убиквитина в m. soleus крыс
после 3-дневного вывешивания. С – контроль, HS –
3-суточное вывешивание с введением плацебо, A – 3-су-
точное вывешивание с введением AR-C 118925XX. * –
достоверные отличия от группы C (p < 0.05); # – досто-
верные отличия от групп HS (p < 0.05).
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жение фосфорилирования AMPK – ключевого ре-
гулятора энергетического гомеостаза.

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры белковой деградации

Экспрессия Е3-лигаз MuRF1 и MAFbx в m. sole-
us обеих групп вывешенных крыс была суще-
ственно выше, чем в группе контроля (рис. 5a, b).
Однако в группе А увеличение экспрессии мРНК
MAFbx (но не MuRF1) было значительно затормо-
жено относительно группы вывешивания без пре-
парата (рис. 5b). MAFbx является убиквитинлига-
зой, участвующей в убиквитинировании белков,
что ведет к атрофии мышц [26]. Ранее было показа-
но увеличение экспрессии мРНК этих Е3-лигаз
при 3-дневном вывешивании крыс [6]. Увеличение
экспрессии мРНК убиквитина частично предот-
вращалось в группе, вывешенной с ингибировани-
ем P2Y2-рецепторов, относительно группы кон-
троля (рис. 6), т.е. в той группе, где не было атро-
фии камбаловидной мышцы. Убиквитинирование
белков является меткой их дальнейшей деградации
[26, 27].

Увеличение экспрессии мРНК рецептора ин-
терлейкина 6 (IL-6R) было обнаружено в m. soleus
всех вывешенных животных (рис. 7), но в группе А
оно было в 2 раза ниже, чем в группе HS. Известно,
что содержание интерлейкина-6 (IL-6), миокина
увеличивается при функциональной разгрузке
мышц, что ассоциируется с экспрессией в них
атрогенов (MuRF1 и MAFbx) и атрофией [28].
Блокирование рецепторов IL-6 предотвращает
развитие атрофии m. soleus [28], а введение IL-6 в
мышцу, напротив, ведет к ее атрофии [29]. IL-6

способен влиять на генную экспрессию через эпи-
геномную модификацию [30].

Пуринергические рецепторы P2Y2 имеют отно-
шение к регуляции экспрессии мРНК MAFbx и
убиквитина, и их ингибирование при разгрузке
m. soleus существенно замедляет в ней экспрессию
мРНК IL-6R, что может способствовать снижению
степени ее атрофии.

Влияние введения ингибитора P2Y2-рецептора 
на маркеры, участвующие в регуляции 

белкового синтеза
Мы исследовали маркер MAPK сигнального пу-

ти Erk1/2. MAPK фосфорилируют белки-мишени
по остаткам серина и треонина и таким образом пе-
редают сигнал дальше. Фосфорилирование Erk1/2
(по сайтам Thr202/Tyr204) в m. soleus в нашем экс-
перименте было снижено в группе HS на 63%,
p < 0.05. Ранее мы отмечали снижение уровня фос-
форилирования Erk1/2 при 1- и 3-дневном выве-
шивании крыс [6]. Введение ингибитора P2Y2-ре-
цептора полностью предотвратило индуцирован-
ное разгрузкой снижение фосфорилирования
Erk1/2 в группе А. В большинстве случаев собы-
тие фосфорилирования Erk1/2 по сайтам
Thr202/Tyr204 не зависит от рапамицина и, следо-
вательно, считается, что оно происходит независи-
мо от пути mTORC1 [31]. Активированный Erk1/2
может фосфорилировать и активировать p90RSK
[31–33]. P90RSK (рибосомальная серин/треонин
киназа p90) является маркером Erk1/2-сигнально-
го пути и участвует в трансляции белка [34].
p90RSK регулирует активность mTORC1 и синтез
белка посредством фосфорилирования TSC2 и
Raptor [35–38]. Уровень ее фосфорилирования из-

Рис. 9. Содержание p-p90 в m. soleus крыс после 3-днев-
ного вывешивания. C – контроль, HS – 3-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, A – 3-суточное выве-
шивание с введением AR-C 118925XX. * – достоверные
отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные отли-
чия от групп HS (p < 0.05).
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Рис. 8. Содержание pErk1/2 в m. soleus крыс после
3-дневного вывешивания. C – контроль, HS – 3-суточ-
ное вывешивание с введением плацебо, A – 3-суточное
вывешивание с введением AR-C 118925XX. * – досто-
верные отличия от группы C (p < 0.05); # – достоверные
отличия от групп HS (p < 0.05).
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менялся в нашем эксперименте синхронно с уров-
нем Erk1/2: был значительно снижен в вывешен-
ной группе HS (на 28%) относительно группы кон-
троля (рис. 9). Снижение содержания p-p90RSK
при 3-дневном вывешивании выявляли ранее [6].
Однако в группе А уровень фосфорилирования
p90RSK в m. soleus не отличался от группы контро-
ля. Различия в уровне фосфорилирования p90RSK
между группами HS и А указывают на то, что сни-
жение атрофии m. soleus в группе А могло быть свя-
зано с лучшим регулированием процессов белко-
вого синтеза в вывешенной с ингибированием
P2Y2-рецепторов группе.

Оценивая интегральный показатель интенсив-
ности синтеза белка с помощью введения пуроми-
цина (метод SUnSET), мы также обнаружили су-
щественно более высокий уровень интенсивности
синтеза белка в группе А относительно группы вы-
вешивания без препарата, что свидетельствует об
активизации белкового синтеза в этой группе.

Вывод. Впервые показано, что активация атро-
фических процессов при разгрузке m. soleus запус-
кается в том числе с помощью передачи АТФ-опо-
средованных сигналов, и пуринергические рецеп-
торы P2Y2 принимают участие в ее регуляции.

Блокирование рецепторов P2Y2 замедляет раз-
витие атрофии m. soleus при разгрузке как за счет
снижения протеолитических процессов (экспрес-
сии MAFbx и убиквитина), так и за счет увеличения
интенсивности синтеза белка (в 1.5 раза) через сиг-
нальный каскад ERK/p90RSK.
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The Role of P2Y Receptors in the Regulation of Atrophic Processes 
in Rat Skeletal Muscles under Unloading

К. А. Zaripovaa, S. P. Belovaa, B. S. Shenkmana, and T. L. Nemirovskayaa,#

a Institute of biomedical problems of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
#e-mail: Nemirovskaya@bk.ru

Skeletal muscle atrophy during their unloading is due to a decrease in protein synthesis and an increase in pro-
teolysis. Accumulation of ATP in the muscle during unloading, detected at early stages of unloading, may be one
of the stimuli triggering this process. It has been shown that pannexin channels let ATP pass from the cytoplasm
to the extracellular space during muscle unloading. Extracellular ATP can be sensed by P2Y2 receptors. To test
the hypothesis on the involvement of P2Y2 receptors in the regulation of signaling processes in skeletal muscles
at early stages of unloading, they were inhibited by their selective inhibitor AR-C 18925XX. The inhibition of
P2Y2 receptors during 3-day unloading decreased m. soleus atrophy, prevented ATP accumulation in this muscle,
slowed down the expression of MAFbx E3-ligase mRNA, ubiquitin, and IL6 receptors, increased the level of
AMPK phosphorylation and intensity of protein synthesis.

Keywords: soleus, atrophy, MuRF1 and MAFbx, ubiquitin, intensity of protein synthesis, P2Y2 receptors
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