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Нарушение функций скелетных мышц и их атрофия при функциональной раз-

грузке сопровождаются накоплением избыточного кальция в миоплазме мышеч-

ных волокон. Мы предположили, что накопление кальция может происходить,

кроме прочих механизмов, из-за ингибирования работы Ca2+-АТФазы сар-

ко/эндоплазматического ретикулума (SERCA) при разгрузке мышц. В этом слу-

чае применение активатора SERCA будет снижать уровень кальция в миоплазме

и предотвращать последствия функциональной разгрузки. Самцы крыс были

распределены на 3 группы – виварный контроль с введением плацебо (С, n = 8),

группа 7-суточного вывешивания с введением плацебо (7НS, n = 8) и группа

7-суточного вывешивания с введением внутрибрюшинно активатора SERCA

CDN1163 (50 мг/кг (7HS+CDN), n = 8). Одну m. soleus каждой крысы заморажи-

вали в жидком азоте, вторую тестировали на функциональные свойства. В группе

7HS обнаружили повышенную утомляемость soleus в тесте ex vivo, существенное

увеличение мРНК и количества быстрых мышечных волокон, рост уровня каль-

ций-зависимого фосфоририлирования CaMK II и уровня окисления тропомио-

зина, а также снижение содержания митохондриальной ДНК и белка. Все эти из-

менения были предотвращены в группе с введением активатора SERCA

CDN1163. Вывод: 7-суточное введение активатора SERCA предотвращает сниже-

ние индекса утомления m. soleus, вероятно, за счет предотвращения снижения

количества волокон I типа и маркеров митохондриального биогенеза. Введение

активатора SERCA не замедляет развития атрофии m. soleus.
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ВВЕДЕНИЕ

При длительной гипокинезии, гравитационной разгрузке, иммобилизации ко-

нечности, а также при длительном лишении человека обычной двигательной ак-

тивности скелетные мышцы подвергаются атрофии в результате нарушения балан-

са между синтезом и деградацией белка. Параллельно с развитием атрофических

процессов при функциональной разгрузке в мышцах снижается содержание мито-

хондриальных белков и ДНК [1–3], и происходит изменение паттерна экспрессии

миозиновых генов, что ведет к повышению доли “быстрых” гликолитических во-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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локон, обладающих слабой устойчивостью к утомлению [4–7]. В результате проис-

ходит снижение работоспособности мышц.

При ряде моделей функциональной разгрузки скелетных мышц было обнаруже-

но повышение уровня кальция в миоплазме [8–10]. Этот эффект связывают с нару-

шением функций Na,K-АТФазы и деполяризацией сарколеммы на ранних этапах

разгрузки, которое приводит к активации дигидропиридиновых каналов и входу

кальция в миоплазму через рианодиновые рецепторы [11]. Избыточное накопле-

ние кальция в миоплазме наблюдается также при ряде патологических состояний

скелетных мышц, например, при миодистрофии Дюшенна и при старении [12, 13].

Высокий уровень кальция в миоплазме может способствовать активации кальций-

зависимых протеаз кальпаинов, что ведет к усилению протеолиза [12, 13], а также

провоцировать нарушение функций митохондрий [14]. Нарушение кальциевого

гомеостаза в скелетной мышце также приводит к изменениям в экспрессии генов,

включая маркеры протеолиза и гены, определяющие тип мышечного волокна

(“быстрый” или “медленный”) [15, 16].

Известно, что ключевую роль в удалении кальция из миоплазмы играет SERCA

(Ca2+-АТФаза сарко/эндоплазматического ретикулума), которая откачивает ионы

кальция из миоплазмы в саркоплазматический ретикулум (СПР). В условиях

функциональной разгрузки скелетных мышц функция SERCA нарушается. Обна-

ружено снижение интенсивности закачивания ионов кальция в СПР на фоне им-

мобилизации мышц и денервации [17]. Ранее также показано, что в условиях функ-

циональной разгрузки мышц наблюдается изменение паттерна экспрессии изо-

форм SERCA, что может приводить к изменениям в перераспределении ионов

кальция между СПР и миоплазмой [18–20].

Избыточное накопление кальция в миоплазме способно также приводить к на-

коплению активных форм кислорода, которые, в свою очередь, нарушают функ-

ционирование рианодиновых каналов, что ведет к истощению кальциевого депо

СПР и повышению утомляемости мышц: данный механизм был описан для усло-

вий старения, а также для трансгенных животных [21–25]. Поскольку в условиях

функциональной разгрузки скелетных мышц также наблюдается избыточное на-

копление кальция и активных форм кислорода в миоплазме [26, 27], нельзя ис-

ключать, что кальций-зависимые процессы вносят вклад в повышение утомляемо-

сти и в этих условиях. Это подтверждается и недавней работой, где обнаружено

функциональное взаимодействие между SERCA и митохондриальным окисли-

тельным фосфорилированием [28]. В этой работе также показано предотвращение

развития утомления m. soleus при введении мышам пищевого нитрата в качестве

активатора SERCA.

Мы предположили, что при функциональной разгрузке в камбаловидной мыш-

це происходит снижение функций SERCA, что может быть причиной избыточного

накопления ионов кальция в миоплазме. В свою очередь, кальций активирует сиг-

нальные пути, запускающие процессы протеолиза и трансформации миозинового

фенотипа в “быструю” сторону, и способствует снижению устойчивости мышцы к

утомлению. Камбаловидная мышца принимает участие в ходьбе и беге, у человека

она отвечает за поддержание вертикального положения тела в пространстве и явля-

ется особенно подверженной негативным изменениям, происходящим при функ-

циональной разгрузке, поэтому эта мышца была выбрана для исследования в дан-

ной работе [29].

Для проверки гипотезы о роли снижения активности SERCA при ограничении

функциональной активности мышц в регуляции клеточных сигнальных путей и

снижении сократительных характеристик мышц был применен CDN1163 (специ-

фический аллостерический активатор насоса SERCA) в модели вывешивания крыс

по Morey-Holton. Если наша гипотеза верна, активирование SERCA при функцио-
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нальной разгрузке soleus должна привести к снижению утомляемости и изменению

паттерна миозинового фенотипа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведение эксперимента

Функциональная разгрузка моделировалась вывешиванием задних конечностей

по стандартной методике Ильина–Новикова в модификации Morey-Holton [30].

Вывешивание проводилось 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. Пищу и воду животные получа-

ли ad libitum. Взято 24 самца крыс Wistar массой 180–200 г в возрасте 2.5 мес. Акти-

ватор SERCA CDN1163 (InvivoChem, cat. V17787, Китай) вводился в дозе 50 мг/кг в

10%-ном растворе DMSO, 10%-ном Tween 80 в 0.9%-ном растворе NaCl), как было

описано ранее [31].

Животные были распределены на 3 группы – виварный контроль с введением

плацебо (С, n = 8), группа вывешивания с введением плацебо (7НS, n = 8) и группа

вывешивания с введением CDN1163 (7HS + CDN, n = 8). Через 7 дней экспери-

мента крыс наркотизировали авертином (5 мл/кг веса 10%-ного раствора), выделя-

ли m. soleus, одну из них немедленно замораживали в жидком азоте и хранили при

‒85°С, вторую использовали для определения утомляемости в ex vivo тесте. Эвта-

назия крыс осуществлялась введением сверхдозы авертина (10 мл/кг массы тела

10%-ного раствора).

Определение утомляемости m. soleus крыс

Камбаловидные мышцы экспериментальных животных были помещены в охла-

жденный раствор Рингера–Кребса с постоянным продуванием 95%-ным карбоге-

ном (95% O2 + 5% CO2) и инкубированы в течение 15 мин. В это время на сухожи-

лиях были завязаны узлы, необходимые для крепления мышцы. После 15 мин

мышца была помещена в ванночку для теста с фиксированной температурой 37°С,

прикреплена за сухожилия к датчику силы с одного конца и к фиксированному

крючку с другого, после чего была определена оптимальная длина мышцы с помо-

щью подачи короткого электрического импульса (супра-максимальные квадрат-

ные импульсы прямоугольной формы 1 мс, 20 В) и замера силы сокращения мыш-

цы (наибольшая сила одиночного сокращения соответствует оптимальной длине

мышцы (L0) [32, 32]. L0 была измерена с помощью цифрового штангенциркуля.

После одиночных сокращений был проведен тест на тетаническое изометрическое

сокращение. Мышца была установлена на длину L0, после чего была начата стиму-

ляция (1-миллисекундные квадратные импульсы прямоугольной формы, 40 Гц,

продолжительность стимуляции 2 с), в процессе чего фиксировалась максималь-

ная сила тетанического сокращения. Для тестирования индекса утомления камба-

ловидной мышцы проводилась серия из 20 тетанических сокращений за 1 мин, с

перерывом в 1 с между сокращениями. За индекс утомления принималась сила по-

следнего сокращения, поделенная на силу первого сокращения [33–35]. Показате-

ли нормировали на физиологическое поперечное сечение мышцы (pCSA). Изме-

рение силовых показателей проводили с помощью Aurora Scientific Dual Mode Lever

System 305C-LR (Aurora Scientific, США) с частотой сбора данных 10 кГц. Обработ-

ку данных проводили с помощью программного обеспечения Aurora Scientific 615A

Analysis Software Suite.
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Электрофорез и Вестерн-блоттинг

Анализ содержания белков-маркеров в m. soleus проводился с помощью электро-

фореза с последующим Вестерн-блоттингом.

Для этого с каждого из образцов m. soleus были сделаны срезы толщиной 20 мкм

(40–60 мг) на микротоме-криостате фирмы Leica. Для выделения тотальной фрак-

ции белка с образца m. soleus были сделаны срезы толщиной 20 мкм (10–15 мг) и

немедленно прогомогенизированы в шариковом гомогенизаторе TissueLyser LT

(QIAGEN, Германия) в течение 25 мин в 100 мкл лизирующего буфера RIPA (San-

ta-Cruz, США), содержащего (в мМ) 50 Tris (pH 7.4), 150 NaCl, 0.1% Triton X-100,

0.1% SDS, 5 EDTA (pH 8.0) 1 DTT, 1 PMSF, 1 Na3VO4, 1 PMSF, апротинин

(10 мкг/мл), леупептин (10 мкг/мл), пепстатин А (10 мкг/мл), протеазный ингиби-

торный коктейль (Santa-Cruz, США) и фосфатазный ингибиторный коктейль

(Santa-Cruz, США). Затем образцы центрифугировали при 20000 g в течение

15 мин. Супернатант отбирали, разаликвотировали и убирали на хранение при

‒85°C. Для определения уровня окисленного и тотального тропомиозина проводи-

ли выделение белка с помощью реагента RIPA фирмы Cell signaling Technology с

добавлением 1 мМ PMSF, протеазного ингибиторного коктейля (Santa-Cruz, США)

и фосфатазного ингибиторного коктейля (Santa-Cruz, США).

Часть мышечных лизатов отбирали для определения концентрации общего бел-

ка с помощью реактива Бредфорда (Bio-Rad Laboratories, США). Определения

проводились на планшетном фотометре Epoch при длине волны 595 нм. Пробы для

нанесения разводились в 2-кратном Laemly-буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl,

pH 6.8, 4%-ный Ds-Na, 20%-ный глицерин, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 0.02%-

ный бромфеноловый синий) за исключением проб для анализа уровня окисленно-

го тропомиозина, которые разводили в 2-кратном Laemly-буфере без добавления

меркаптоэтанола. Заливку и подготовку ПААГ гелей проводили с помощью зали-

вочных столов и стекол фирмы “Bio-Rad Laboratories”. Гели устанавливали в каме-

ры mini-Protean 3 Cell “Bio-Rad Laboratories”. Электрофорез проводили в 10%-ном

разделяющем 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 метилбисакриламид, 0.1%-ный Ds-Na,

125 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 0.05%-ный аммоний персульфат, 0.1%-ный ТЕМЕД).

Для проведения электрофореза 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 и маркерами молекулярных весов. Образцы

загружались из расчета 20 мкг общего белка на дорожку и нормировались относи-

тельно уровня GAPDH, содержащегося в той же пробе. Электрофорез проводился

при 15 мА на гель в мини-системе (“Bio-Rad Laboratories”) при комнатной темпе-

ратуре. После электрофореза гели переносились в установку для электропереноса

белков на мембрану. Электроперенос проводился в буфере (25 мМ Tris, pH 8.3,

192 мМ глицин, 20%-ный этанол, 0.04%-ный Ds-Na) на нитроцеллюлозную мем-

брану при 100 V при температуре 4°C в системе mini Trans-Blot (“Bio-Rad Laboratories”) в

течение 2 ч. После электропереноса НЦ-мембраны инкубировались в течение

5 мин в 0.3%-ном растворе Ponceau Red в 5%-ной уксусной кислоте, затем отмыва-

лись в PBS (Биолот) с 0.1%-ным Tween 20 (PBST) до появления четких белковых

полос на мембране. Этот этап проводился для контроля эффективности переноса,

а также для того, чтобы убедиться, что количества общего белка, внесенного в каж-

дую дорожку, было одинаковым. Мембраны блокировались в растворе 5%-ного су-

хого молока (“Bio-Rad Laboratories”) в PBST в течение 1 ч при комнатной темпера-

туре, затем помещались в раствор первичных антител на ночь при 4°С. Условия ра-

боты антител проверялись и подбирались экспериментально.
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Для выявления белковых полос были использованы первичные антитела против

p-CaMKIIb (1 : 1000, #12716), CaMKII (1 : 1000, #3362), NFATc1 (1:1000, # ab2796),

фирмы “Abcam” (США); GapDH (1 : 10000, G041) фирмы “ABM”, тропомиозина

(sc-58868) фирмы Santa Cruz BT (1 : 0).

На следующий день мембрана отмывалась от первичных антител в PBST 3 раза

по 5 мин на шейкере и инкубировалась 1 ч со вторичными антителами goat-anti-

rabbit (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. Выявление проводилось с помощью Clarity

Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, США). Хемилюминесцентный сигнал

детектировался с помощью сканера C-DiGit Blot Scanner (LI-COR, США). Белко-

вые полосы были анализированы с использованием Image Studio Software (LI-COR).

Данный прибор и его аналоги вместе с программным обеспечением широко ис-

пользуются во всем мире для детекции сигнала в иммуноблотинге, делая эту методику

гораздо производительнее и экономичнее. Для каждого параметра электрофорез с по-

следующим иммуноблоттингом был повторен не менее 3 раз. Затем полученные на

сканере изображения обрабатывались с помощью прилагаемого программного обес-

печения Image Studio Software (LI-COR) для получения количественных данных для

анализа. Хемилюминесцентный сигнал полосы контрольной группы на анализируе-

мой мембране принимали за 100%, а сигнал полос других групп сравнивали с сиг-

налом полос контрольной группы, расположенных на одной и той же мембране.

ПЦР в реальном времени
Для исследования экспрессии генов и содержания митохондриальной ДНК

методом ПЦР в реальном времени проводили выделение РНК и ДНК из образ-

цов мышечной ткани. Для выделения РНК из скелетных мышц был использован

набор HiPure Fibrous DNA/RNA Kit (Magen, Китай) согласно рекомендациям

производителя.

Определение концентрации мРНК и ДНК производилось по поглощению рас-

твора мРНК при помощи спектрофотометра NanoPhotometer IMPLEN. Снима-

лись показания в диапазоне от 200 до 320 нм. Измерение каждой пробы проводи-

лось не менее 3 раз. Чистота образцов была оценена, исходя из соотношений пока-

зателей поглощения при различных длинах волн. Соотношение А260/А230

экспериментальных образцов было > 2.0, это указывает на то, что они являлись до-

статочно чистыми от углеводов, пептидов, фенолов или ароматических соедине-

ний [35]. Для проведения обратной транскрипции были использованы реагенты

фирмы “Синтол” (Россия). Для подготовки кДНК водный раствор, содержащий 1 мкг

тотальной РНК, 30 мкМ случайных гексануклеотидов и 17.4 мкМ олиго-d(T)15, ин-

кубировался 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 ингибитора РНКазы,

6 ед./мкл M-MLV-ревертазы, 4 мкл 5×-буфера для M-MLV-ревертазы, “Синтол”).

После этого пробы были помещены в амплификатор (iQ5 Multicolor Real-Time

PCR Detection System, “Bio-Rad Laboratories”) для проведения обратной тран-

скрипции: 10 мин при 25°С, 60 мин при 37°С, 5 мин при 95°С, 30 мин при 4°С. По-

сле проведения реакции образцы, содержащие кДНК, хранились при –25°С.

Праймеры сконструированы с помощью программы Primer3 v.0.4.0, находящейся в

свободном доступе (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (табл. 1). Для проведения

ПЦР в реальном времени смешивалось 2 мкл кДНК или ДНК, 2 мкл праймеров с

концентрацией 10 мкМ и 21 мкл мастер-микса (0.3 мМ дНТФ, 3 мМ MgCl2, 2.5 мкл

10× ПЦР-буфера Б, pH 8.8, 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы, “Синтол”). Затем

пробы были помещены в амплификатор для проведения реакции: 1-й цикл: 5 мин
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при 95°С; 2-й цикл по 44 повтора: 15 с при 93°С, 15 с при Tm (табл. 3), 15 с при

72°С; 3-й цикл: 6 мин 45 с при 72°С, 30 с при 65°С; 4-й цикл по 61 повтору: 15 с при

65°С; 5-й цикл: 10 мин при 15°С. Нормирование данных ПЦР проводили на экс-

прессию гена “домашнего хозяйства” RPL19. Обсчет данных проводили по мето-

ду Pfaff l и соавт. [36].

Для каждого гена мишени ПЦР-реакция проводилась не менее 3 раз.

Иммуногистохимический анализ мышечных волокон
C помощью криомикротома изготавливали поперечные срезы замороженной

мышцы толщиной 9 мкм. Срезы высушивали на воздухе и хранили на –20°. Перед

окрашиванием срезы оттаивали и регидратировали при комнатной температуре в

фосфатно-буферном растворе (PBS) в течение 20 мин, а затем инкубировали с ан-

тителами против тяжелых цепей миозина быстрого или медленного типов (MHCI

и MHCII, Sigma, США) 1 : 400 в PBS во влажной камере при 37°C в течение 1 ч (или

при 4°С на ночь). Затем антитела отмывали в PBS 3раза по 5 мин. Инкубацию со

вторичными антителами, конъюгированными с AlexaFluor, 1 : 500 в PBS проводили

в течение 40 мин при комнатной температуре. В раствор для отмывки при необхо-

димости окрашивания ядер добавляли DAPI. После отмывки вторичных антител

срезы заключали в среду, стабилизирующую флуоресцентную метку. Срезы анали-

зировали с использованием флуоресцентного микроскопа LeicaQ500MC с встро-

енной цифровой фотокамерой (TCM 300F, Leica, Германия), с увеличением ×200.

Анализ изображений проводился с помощью программы ImageJ. Измеряли пло-

щадь поперечного сечения по крайней мере 100 волокон, подсчитывали число во-

локон медленного и быстрого типов и их количественное соотношение.

Для определения локализации NFATc1 в миоядрах было проведено тройное им-

муногистохимическое окрашивание транскрипционного фактора NFATc1, сарко-

леммного белка дистрофина и DAPI на поперечных срезах m. soleus. Поперечные

срезы m. soleus толщиной 7 мкм, выполненные с помощью микротома в криостате

помещали по 3–5 срезов на стекло. Затем стекла со срезами замораживали при

‒20°С и просушивали при комнатной температуре в течение 10 мин. Затем стекла

инкубировали при –20°С в 100%-ном ацетоне в течение 10 мин, и стекла обводили

гидрофобным карандашом для удержания промывочных растворов. Срезы промы-

вали от ацетона буфером PBS, 200 мкл на стекло, инкубировали 5 мин, промывка

Таблица 1. Используемые в работе праймеры.

Ген Последовательность праймера

SERCA1 5'-GACTGAGTTTGGGGAACAGCT-3'
5'-GAGGTGGTGATGACAGCAGG-3'

SERCA2 5'-GAAGCAGTTCATCCGCTACCTCA-3'
5'-GCAGACCATCCGTCACCAGA-3'

Rcan1 (MCIP1.4) 5'-CCGTTGGCTGGAAACAAG-3'
5'-GGTCACTCTCACACACGTGG-3'

RPL19 5'-GTACCCTTCCTCTTCCCTATGC-3'
5'-CAATGCCAACTCTCGTCAACAG-3'

mtDNA 5'-ATTGGAGGCTTCGGGAACTG-3'
5'-AGATAGAAGACACCCCGGCT-3'

Mitofusin-1 5'-CCACAGAGCTGGACATCTGG-3'
5-GAGAGCCGCTCATTCACCTT-3'

Mitofusin-2 5'-AGTCGGTTGGAAGTCACTGT-3'
5'-TGTACTCGGGCTGAAAGGAG-3'
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повторялась 3 раза. Затем срезы помещали на 1 ч в блокирующий раствор (1% BSA –

бычий сыворочный альбумин и 0.1% Tween 20 в PBS – фосфатно-солевой буфер,

pH 7.4) при комнатной температуре. Первичные антитела NFATc1 (“Santa Cruz”,

rabbit, 1 : 100) и дистрофина в (“Abcam”, mouse, 1 : 100) в блокирующем растворе

добавляли по 150 мкл на стекло с инкубацией на ночь при 4°С. Одновременно ста-

вился отрицательный контроль (блокирующий раствор без первичных антител)

для проверки неспецифичного связывания вторичных антител со срезами. На сле-

дующий день срезы отмывали 200 мкл PBS на стекло 3 раза по 5 мин и добавляли

150 мкл вторичных антител (1 : 500 goat anti-mouse, Alexa 488 + goat anti-rabbit, Alexa

546, “Molecular Probes”, США), разведенных в PBS, при комнатной температуре в

течение 1 ч. После инкубации срезы отмывали 5 мин 200 мкл PBS и выдерживали

20 мин c интеркалирующим красителем нуклеиновых кислот DAPI (“Molecular

Probes”, 1 : 10 000 в PBS). Срезы отмывали от DAPI при помощи 200 мкл PBS на

стекло 2 раза по 5 мин. Далее срезы высушивали фильтрованной бумагой, заключа-

ли в раствор для флуоресценции Vectashield (“Vector”, США) и покрывали покров-

ным стеклом с фиксацией лаком. Срезы анализировали с помощью микроскопа

Leica DMR Upright Microscope с камерой Leica DC 300F. После этого осуществляли

наложение полученных фотографий, снятых под разными фильтрами, и проводи-

ли статистический анализ результатов с помощью программы ImageJ.

Статистическая обработка данных
Данные проверяли на нормальность распределения по критерию Колмогорова–

Смирнова, после чего проводили анализ ANOVA с post hoc анализом Тьюки на

множественные сравнения. Достоверными считали отличия при р < 0.05. Данные

представлены в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса m. soleus обеих вывешенных групп (7HS и 7HS + CDN) не различалась между

собой и была достоверно ниже, чем в группе контроля (67.5 ± 2.9 и 65.3 ± 4.2 мг соот-

ветственно против 109.4 ± 4.3 мг в группе контроля, p < 0.05).

Активные механические характеристики m. soleus при введении активатора SERCA
Сила максимального тетанического сокращения достоверно снизилась в груп-

пах 7HS и 7HS + CDN до 77% и 60% соответственно от группы контроля. При этом

нормированная на физиологическое поперечное сечение мышцы (фППС) сила те-

танического сокращения не изменялась.

Мы также наблюдали достоверное снижение индекса утомления в группе 7HS

на 17% относительно группы контроля. Это снижение отсутствовало в группе

7HS + CDN (табл. 2, рис. 1). Мы не наблюдали достоверной разницы увеличения

времени полурасслабления между экспериментальными группами.

Влияние активатора SERCA на кальциевую сигнализацию
и окисление тропомиозина в камбаловидной мышце

После 7 суток вывешивания уровень фосфорилирования кальций-кальмодулин-

киназы II (β) (CaMK IIβ) по Thr287 в группе 7HS достоверно (p < 0.05) увеличился

втрое по сравнению со значениями группы С. В группе с введением активатора

SERCA уровень фосфорилирования CaMK IIβ составлял 184% от среднего значе-

ния группы С и не имел достоверных отличий ни от группы С, ни от группы 7HS

(рис. 2a). Экспрессия мРНК SERCA1 достоверно выросла на 32% в группе 7HS и на
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98% в группе 7HS + CDN по сравнению с группой С: показатели обеих вывешен-

ных групп достоверно отличались от контроля, при этом значения группы 7HS + CDN

также достоверно превышали значения группы 7HS (p < 0.05) (рис. 2b). Экспрессия

мРНК SERCA2a не имела достоверных различий между группами С и 7HS, однако

в группе 7HS + CDN экспрессия SERCA2a была достоверно выше, чем в группе С

и 7HS, составляя 132% от значений группы С (p < 0.05) (рис. 2с). Уровень окислен-

ного тропомиозина в группе 7HS достоверно вырос на 55% в сравнении с группой

Таблица 2. Активные механические свойства m. soleus при недельном вывешивании крыс

* – отличие от контроля, p < 0.05, ** – отличие от HS, p < 0.05. Данные представлены в виде средних ±
± стандартная ошибка среднего. С – виварный контроль, 7HS – вывешивание 7 суток, 7CDN – вывеши-
вание 7 суток + введение CDN1163.

C 7HS 7CDN

Длина мышцы, мм 19.1 ± 0.6 19.5 ± 0.2 19.8 ± 0.3

Физиологическое поперечное сечение мышцы 
(фППС), мм2

5.1 ± 0.3 3.2 ± 0.2* 3.0 ± 0.2*

Максимальная сила тетанического сокраще-
ния, мН

518.2 ± 27.1 398.6 ± 47.8* 310.6 ± 25.5*

Удельная максимальная сила тетанического со-
кращения, мН/мм2

102.3 ± 6.4 127.4 ± 16.2 105.8 ± 9.3

Время полурасслабления в начале теста на утом-
ление, мс

184.5 ± 6.7 205.9 ± 29.7 249.8 ± 35.0

Время полурасслабления в конце теста на утом-
ление, мс

252.1 ± 7.3 287.2 ± 15.6 298.7 ± 12.2

Индекс утомления, % от максимума 63. 1± 2.8 49.8 ± 4.8* 66.6 ± 4.0**

Рис. 1. Репрезентативные механограммы одиночных и тетанических сокращений. С – виварный кон-

троль, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + CDN – группа 7-суточного вывешивания с вве-

дением активатора SERCA. (a) – записи одиночных сокращений, (b) – записи тетанических сокращений.
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С, тогда как в группе 7HS + CDN уровень окисленного тропомиозина составлял

93% от значений группы С и был достоверно ниже значений группы 7HS (рис. 2d).

Влияние активатора SERCA на миозиновый фенотип и размеры мышечных волокон

После 7 суток вывешивания процент мышечных волокон медленного типа в

группе 7HS был ниже, а процент “быстрых” мышечных волокон существенно вы-

Рис. 2. Уровень фосфорилирования CaMK II (β) (a), экспрессия мРНК SERCA1 (b), экспрессия мРНК

SERCA2A (c), соотношение окисленного тропомиозина к общему тропомиозину (d). С – виварный

контроль, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + CDN – группа 7-суточного вывешивания с

введением активатора SERCA. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего.

* – отличия от группы С, p < 0.05; ** – отличия от группы 7HS, p < 0.05.
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ше по сравнению с группой С на 22% и 60% соответственно (табл. 3), (p < 0.05).

Введение активатора SERCA предотвратило эти изменения. В группе 7HS + CDN

процент “быстрых” мышечных волокон был достоверно ниже чем в группе 7HS и

не имел достоверных отличий от группы С, а процент “медленных” мышечных во-

локон был достоверно выше, чем в группе 7HS, но несколько отличался от группы

С (табл. 3), (p < 0.05).

Площадь поперечного сечения (CSA) волокон “быстрого” и “медленного” ти-

пов достоверно снизилась в обеих вывешенных группах по сравнению с группой С

(p < 0.05). Существенных различий между группами 7HS и 7HS + CDN не наблю-

далось (табл. 3).

Активатор SERCA и сигнальный путь кальцинейрин-NFAT

Содержание транскрипционного фактора NFATc1 в мышечных ядрах после

7 сут вывешивания в группе 7HS было достоверно снижено в сравнении с группой С

и составляло 37% от уровня контрольной группы. Содержание NFATc1 в миоядрах

в группе 7HS + CDN было выше чем в группе 7HS, но достоверно ниже чем в груп-

пе C, и составляло 68% от нее (p < 0.05) (рис. 3).

Экспрессия мРНК изоформы гена MCIP1.4, являющегося показателем тран-

скрипционной активности NFATc1, достоверно снизилась в группе 7HS в сравне-

нии с контролем на 70%, однако этот параметр не имел достоверных отличий от

контроля в группе 7HS + CDN (p < 0.05) (рис. 4).

Активатор SERCA и параметры биогенеза митохондрий

Содержание митохондриальной ДНК в группе 7HS было на 55% ниже, чем в

группе С (p < 0.05). В группе 7HS + CDN содержание митохондриальной ДНК не

имело достоверных отличий ни от группы С, ни от группы 7HS (рис. 5a). Содержа-

ние структурного белка митохондрий TOM20 в группе 7HS составляло 52% от

группы С (p < 0.05), тогда как в группе 7HS + CDN содержание TOM20 не имело

достоверных отличий от других экспериментальных групп (рис. 5b).

Экспрессия мРНК митофузина-1 в группе 7HS составляло 66% от группы С (p < 0.05).

В группе 7HS + CDN экспрессия мРНК митофузина-1 составляла 93% от группы

С, что было достоверно выше значений группы 7HS и не отличалось от контроль-

ной группы (рис. 5c). Экспрессия мРНК митофузина-2 была также достоверно

снижена в группе 7HS в сравнении с контролем (73% от контрольной группы), но

не имела достоверных отличий от группы С в группе 7HS + CDN (83% от контроля)

(рис. 5d).

Таблица 3. Процент и площадь поперечного сечения медленных (МВ I) и быстрых (МВ II)
волокон скелетных мышц

С – виварный контроль, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + CDN – группа 7-суточного вы-
вешивания с введением активатора SERCA. % МВ – процент мышечных волокон, ППС МВ – площадь
поперечного сечения мышечных волокон (в микронах квадратных). Данные представлены в виде сред-
него ± стандартная ошибка среднего. * – достоверные отличия от группы С; $ – достоверные отличия от
группы 7HS при р < 0.05.

Тип волокон МВ I МВ II

Группа С 7HS 7HS + CDN С 7HS 7HS + CDN

% МВ 75.1 ± 2.1 58.6 ± 1.4* 68.3 ± 2.0*$ 18.4 ± 2.6 30.7 ± 2.0* 19.33 ± 2.5$

ППС МВ (мкм2) 2397 ± 111 2070 ± 75* 2003 ± 44* 2174 ± 132 1560 ± 53* 1283 ± 81*
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Рис. 3. Содержание NFATc1 в миоядрах камбаловидных мышц экспериментальных животных. С – ви-

варный контроль, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + CDN – группа 7-суточного вывеши-

вания с введением активатора SERCA. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка

среднего. * – отличия от группы С, p < 0.05; ** – отличия от группы 7HS, p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы не обнаружили предотвращение атрофии soleus в обеих вывешенных груп-

пах. Сила максимального тетанического сокращения soleus в этих группах также

снизилась относительно группы контроля. 7-суточная функциональная разгрузка

soleus крыс привела к достоверному росту утомляемости этой мышцы. Аналогич-

ные результаты получены ранее при разгрузке мышц человека и животных [37, 38].

Введение активатора SERCA на фоне 7-суточного вывешивания предотвратило

снижение индекса утомления soleus. Аналогичные эффекты CDN1163 на функцио-

нальные характеристики скелетных мышц были получены ранее на мышах Sod1–/– и

мышах с саркопенией [21, 22]. Увеличение субмаксимальной активности SERCA

при введении нитрата также предотвращало развитие утомления в m. soleus [28].

Авторы заметили, что эти свойства проявляются в экспрессирующих волокна ти-

Рис. 5. Содержание мтДНК (a), содержание TOM20 (b), экспрессия мРНК митофузина-1 (c) и мРНК

митофузина-2 (d). С – виварный контроль, 7HS – группа 7-суточного вывешивания, 7HS + CDN – группа

7-суточного вывешивания с введением активатора SERCA. Данные представлены в виде среднего ± стан-

дартная ошибка среднего. * – отличия от группы С, p < 0.05; ** – отличия от группы 7HS, p < 0.05.
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па I (soleus), но не волокон типа II (EDL). Причины, предотвращающие снижение

утомляемости soleus в нашем эксперименте, могут быть следующие.

1. Введение активатора SERCA экспериментальным животным успешно предот-

вратило увеличение уровня фосфорилирования CaMK IIβ по Thr 287, происходя-

щее на фоне 7 суток вывешивания задних конечностей крыс. Увеличение фосфо-

рилирования CaMK IIβ на фоне вывешивания было обнаружено ранее [39]. Ауто-

фосфорилирование CaMK IIβ по Thr 287 происходит в ответ на повышение

содержания ионов кальция [40]. Можно предположить, что предотвращение роста

фосфорилирования CaMK IIβ в группе 7HS+CDN связано с предотвращением по-

вышения уровня миоплазматического кальция в этой группе. В группе с введением

активатора SERCA также было выявлено достоверное увеличение уровня экспрес-

сии мРНК SERCA1 и SERCA2A, которое могло внести вклад в усиление транспор-

та ионов кальция из миоплазмы в СПР. Результаты свидетельствуют о специфиче-

ском влиянии препарата на обе изоформы SERCA. По-видимому, одним из факто-

ров, способствующих предотвращению снижения индекса утомления soleus в

группе 7HS + CDN, могло быть уменьшение содержания ионов кальция в мио-

плазме.

2. Наблюдаемые эффекты 7-суточного вывешивания на изменение долей “быст-

рых” и “медленных” мышечных волокон в группе 7HS согласуются с ранее полу-

ченными данными [41]. Вклад в увеличение устойчивости soleus к утомлению в

группе 7HS + CDN может вносить предотвращение снижения медленных мышеч-

ных волокон и увеличения количества быстрых мышечных волокон в этой группе.

Механизмы, приводящие к такому эффекту, могут быть следующие. Транскрипци-

онный фактор NFATc1 является активатором экспрессии медленной изоформы

ТЦМ [42, 43], при фосфорилировании он покидает мышечные ядра и не может ак-

тивировать экспрессию медленной изоформы миозина [44]. Снижение его содер-

жания (и экспрессии MCIP1.4 – гена, маркера активности NFATC1) в миоядрах в

группе 7HS согласуется с ранее полученными данными [45, 46]. При введении

CDN1163 уровень NFATc1 и экспрессия мРНК MCIP1.4 в группе 7HS + CDN были

выше, чем в группе вывешивания без препарата. Итак, введение активатора SERCA на

фоне вывешивания способствует предотвращению снижения уровня NFATc1 и

экспрессии мРНК MCIP1.4 в миоядрах, что может вносить вклад в предотвраще-

ние трансформации миозинового фенотипа МВ.

3. Введение активатора SERCA предотвратило увеличение доли окисленного

тропомиозина (рис. 1d). Этот белок миофиламентов ранее был использован как

показатель индекса окислительного стресса карбоксилирования/декарбоксилиро-

вания мышечных белков и маркера окислительного повреждения тканей [47–49].

Эти результаты согласуются с данными о снижении уровня окислительного стрес-

са при введении CDN1163 на мышах Sod1–/– [22] и в тучных клетках [50]. Эта мо-

дификация тропомиозина может также изменять чувствительность к кальцию и

максимальную способность миофиламентов генерировать силу [47]. Известен пря-

мой эффект действия избыточного миоплазматического кальция на повышение

утомляемости, связанный с усилением генерации активных форм кислорода мито-

хондриями, которое приводит к окислению рианодиновых рецепторов, утечке

(leakage) кальция из СПР и истощению кальциевого депо СПР [23, 51]. Введение

CDN1163 может предотвращать снижение индекса утомления soleus за счет предот-

вращения накопления избытка кальция и активных форм кислорода в миоплазме.

4. Вклад в увеличение устойчивости soleus к утомлению в группе 7HS + CDN мо-

жет вносить предотвращение снижения в ней содержания митохондриальных бел-

ков и ДНК. Снижение содержания митохондриальной ДНК и белка TOM20, явля-

ющегося маркером митохондрий [52, 53], а также экспрессии митофузинов-1 и 2 в

группе 7HS согласуется с характерными для 7-суточного вывешивания показателя-
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ми ухудшения состояния митохондрий [54–57]. Истощение Mfn1 и 2 приводит к

снижению потенциала мембран митохондрий, для компенсации происходит сни-

жение работы дыхательной цепи. Влияние CDN1163 в группе 7HS + CDN на со-

держание митохондриальных белков, их мРНК и ДНК согласуется с данными об ак-

тивации им утилизации жирных кислот и биогенеза митохондрий [31, 58]. Положи-

тельный эффект CDN1163 в группе 7HS + CDN может быть связан со снижением

уровня активных форм кислорода, вызывающих митохондриальный стресс [59].

Другие авторы также обнаружили увеличение скорости дыхания митохондрий и

снижение утомления soleus при введении пищевого нитрата в качестве активатора

SERCA [28]. Предотвращение снижения содержания мтДНК и белка в группе 7HS +

+ CDN может вносить вклад в предотвращение падения индекса утомления soleus.

Итак, введение активатора SERCA CDN1163 на фоне 7-суточной функциональ-

ной разгрузки привело к снижению уровня кальций-зависимого фосфорилирова-

ния CaMK II и окисления тропомиозина (показателя окислительного стресса),

способствовало сохранению доли “медленных” устойчивых к утомлению мышеч-

ных волокон, а также митохондриальной ДНК и белка, и предотвратило снижение

индекса утомления soleus на фоне вывешивания. Однако введение активатора SER-

CA не привело к предотвращению ее атрофии.
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Influence of the SERCA Activity on Rat’s Soleus Contractile Properties

during Functional Unloading

K. A. Sharloa, I. D. Lvovaa, S. A. Tyganova, K. A. Zaripovaa, 
S. P. Belovaa, and T. L. Nemirovskayaa, *

aInstitute of Biomedical Problems, RAS, Moscow, Russia
*e-mail: Nemirovskaya@bk.ru

Dysfunction of skeletal muscles and their atrophy during unloading are accompanied by

excess calcium accumulation in the myoplasm of muscle fibers. We hypothesized that

calcium accumulation may occur, among other reasons, due to inhibition of SERCA ac-

tivity under muscle unloading. In this case, the use of a SERCA activator will reduce the

calcium level in the myoplasm and prevent the consequences of unloading. Male Wistar

rats were divided into 3 groups: vivarium control with placebo administration (C, n = 8),

7-day suspension group with placebo administration (7HS, n = 8) and 7-day suspension

group with intraperitoneal administration of SERCA CDN1163 activator (50 mg/kg

(7HS + CDN), n = 8). One m. soleus of each rat was frozen in liquid nitrogen, the sec-

ond was tested for functional properties. In the 7HS group, increased soleus fatigue was

found in the ex vivo test, a significant increase in mRNA and the number of fast muscle

fibers, an increase in the level of calcium-dependent CaMK II phosphorylation and the

level of tropomyosin oxidation, as well as a decrease in the content of mitochondrial

DNA and protein. All these changes were prevented in the SERCA CDN1163 activator

group. Conclusion: 7-day SERCA activator administration does not delay of soleus atro-

phy, but prevents the development of its fatigue, probably by preventing a decrease in the

number of type I fibers and markers of mitochondrial biogenesis.

Keywords: soleus unloading, atrophy, soleus fatigue, muscle fiber types, NFATC1, mito-

chondrial DNA, mitofusin ½
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