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Öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â âûÿâëåíèè ðîëè ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ èîííûõ êàíàëîâ
(SAC) â ïðîâåäåíèè ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà ê êëþ÷åâîìó àíàáîëè÷åñêîìó ïóòè mTORC1/
p70S6k â êàìáàëîâèäíîé ìûøöå (m. soleus) êðûñû ïîñëå 7-ñóòî÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðàç-
ãðóçêè çàäíèõ êîíå÷íîñòåé. Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðàçãðóçêà ìûøö çàäíèõ êîíå÷íîñòåé îñó-
ùåñòâëÿëàñü ìåòîäîì àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ (hindlimb suspension, HS). Êðûñû
áûëè ðàçäåëåíû íà 4 ãðóïïû: 1) C (âèâàðíûé êîíòðîëü), 2) C+Gd (êîíòðîëüíûå æèâîòíûå,
ìûøöà êîòîðûõ èíêóáèðîâàëàñü ñ GdCl3 — èíãèáèòîðîì SAC), 3) HS (ôóíêöèîíàëüíàÿ
ðàçãðóçêà â òå÷åíèå 7 ñóòîê), 4) HS+Gd (ãðóïïà 7-ñóòî÷íîãî àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâå-
øèâàíèÿ ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé ìûøöû ñ GdCl3). Ïîñëå îêîí÷àíèÿ àíòèîðòîñòàòè÷å-
ñêîãî âûâåøèâàíèÿ èçîëèðîâàííûå êàìáàëîâèäíûå ìûøöû êðûñ áûëè ïîäâåðãíóòû ñåðèè
ýêñöåíòðè÷åñêèõ ñîêðàùåíèé (ÝÑ). Â îòâåò íà ñåðèþ ÝÑ ìûøöû èíòàêòíûõ æèâîòíûõ íà-
áëþäàëîñü óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êëþ÷åâûõ ìàðêåðîâ mTORC1-ñèãíàëèíãà:
p70S6k è rpS6. Ñòåïåíü ìåõàíîèíäóöèðîâàííîãî ïðèðîñòà óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ äàí-
íûõ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ áûëà äîñòîâåðíî ñíèæåíà ïðèìåðíî â îäèíàêîâîé ñòåïåíè â ãðóï-
ïå «÷èñòîãî» âûâåøèâàíèÿ (HS) è â ãðóïïå âûâåøèâàíèÿ ñ áëîêàòîðîì SAC (HS+Gd) ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïðèðîñòîì â ìûøöå æèâîòíûõ èíòàêòíîãî êîíòðîëÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ñíèæåíèå ìåõàíîçàâèñèìîãî îòâåòà ñèãíàëüíîãî ïóòè
mTORÑ1 â m. soleus êðûñû ïîñëå 7-ñóòî÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ èíàêòèâàöèåé ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ èîííûõ êàíàëîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êàìáàëîâèäíàÿ ìûøöà, ýêñöåíòðè÷åñêèå ñîêðàùåíèÿ, àíòèîðòîñòàòè-
÷åñêîå âûâåøèâàíèå, SAC, mTORC1, p70S6k, 4E-BP1.
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The purpose of the study was to identify the role of stretch-activated ion channels (SAC) in the
transition of a mechanical signal to the key anabolic mTORC1/p70S6k pathway in rat soleus mus-
cle after 7-day hindlimb unloading (hindlimb suspension, HS). Wistar male rats were divided into
4 groups: 1) C (vivarium control), 2) C+Gd (control animals, soleus muscle of which was incuba-
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ted with GdCl3, a SAC inhibitor), 3) HS (hindlimb suspension for 7 days), 4) HS+Gd (7-day hind-
limb suspension and subsequent incubation of soleus muscle with GdCl3). After HS, isolated sole-
us muscles were subjected to a bout of eccentric contractions (EC). Using Western-blotting, we
determined the phosphorylation levels of the key markers of mTORC1 signaling: p70S6k, rpS6,
4E-BP1. In response to EC there was a significant decrease in the phosphorylation status of anabo-
lic markers vs. control in both HS group and HS+Gd group. The obtained results allowed us to
conclude that a decline in mechano-dependent response of mTORÑ1 signaling in rat soleus after
7-day hindlimb unloading may be associated with the inactivation of stretch-activated ion channels.

Key words: soleus muscle, eccentric contractions, hindlimb unloading, SAC, mTORC1,
p70S6k, 4E-BP1.
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Ñêåëåòíàÿ ìûøöà, îáëàäàÿ ñâîéñòâîì ïëàñòè÷íîñòè, ñïîñîáíà èçìåíÿòü ñâîé
ìåòàáîëèçì â îòâåò íà âíåøíèå ìåõàíè÷åñêèå ñèãíàëû. Òàê, ìåõàíè÷åñêèå ñèãíà-
ëû â âèäå ðåçèñòèâíîé íàãðóçêè ïðèâîäÿò ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà
áåëêà è ãèïåðòðîôèè ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Â òî æå âðåìÿ, êîãäà ñêåëåòíàÿ ìûøöà
äëèòåëüíîå âðåìÿ íå ïîäâåðãàåòñÿ ìåõàíè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè, ïðîèñõîäèò ñíè-
æåíèå ñèíòåçà áåëêà, óâåëè÷åíèå åãî ðàñïàäà, ÷òî âåäåò ê ìûøå÷íîé àòðîôèè [9].
Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíóþ ðîëü â ìåõàíè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ìûøå÷íîé ìàññû èã-
ðàþò èçìåíåíèÿ â ñèíòåçå áåëêà. Êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì ñèíòåçà áåëêà â ìûøå÷-
íîì âîëîêíå ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêèíàçà mTORC1. Îñíîâíûìè ñóáñòðàòàìè äàííîãî
ôåðìåíòà ÿâëÿþòñÿ ðèáîñîìàëüíàÿ êèíàçà p70 (p70S6k) è áåëîê, ñâÿçûâàþùèé
ôàêòîð èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè 4E (4E-BP1) [8]. Îáà ñóáñòðàòà mTORC1 èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â àêòèâàöèè òðàíñëÿöèè ìÐÍÊ ïîñðåäñòâîì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òà-
êèõ ðåãóëÿòîðîâ òðàíñëÿöèè, êàê ðèáîñîìàëüíûé áåëîê S6 (rpS6), ôàêòîðû èíè-
öèàöèè òðàíñëÿöèè 4E (eIF4E) è 4B (eIF4B), êèíàçà ýëîíãàöèîííîãî ôàêòîðà 2
(eEF2k) è äð. [11]. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ñâÿçü ìåæäó ìåõàíè÷åñêèìè ñèãíàëàìè è
ðåãóëÿöèåé ñèíòåçà áåëêà â ìûøöå óñòàíîâëåíà äàâíî, ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèç-
ìû, îñóùåñòâëÿþùèå ïðåîáðàçîâàíèå âíåøíèõ ìåõàíè÷åñêèõ ñèãíàëîâ âî âíóò-
ðèêëåòî÷íûå ìîëåêóëÿðíûå ñîáûòèÿ (ìåõàíîòðàíñäóêöèÿ), èçó÷åíû íåäîñòàòî÷-
íî. Ïðè ýòîì âíóòðèêëåòî÷íûå ìåõàíèçìû, âîâëå÷åííûå â ðåàëèçàöèþ ìåõà-
íè÷åñêîãî ñèãíàëà â àòðîôèðîâàííîé ñêåëåòíîé ìûøöå ìëåêîïèòàþùèõ, äî
ïîñëåäíåãî âðåìåíè ñîâåðøåííî íå èññëåäîâàëèñü. Íåäàâíî â íàøåé ëàáîðàòî-
ðèè áûëî âïåðâûå ïîêàçàíî ïðîãðåññèâíîå ñíèæåíèå àêòèâàöèè mTORC1 è èí-
òåíñèâíîñòè ñèíòåçà áåëêà â èçîëèðîâàííîé êàìáàëîâèäíîé ìûøöå (m. soleus)
êðûñû â îòâåò íà ñåðèþ ýêñöåíòðè÷åñêèõ ñîêðàùåíèé ïîñëå íà ôîíå ôóíêöèîíà-
ëüíîé ðàçãðóçêè çàäíèõ êîíå÷íîñòåé [1, 16]. Ïðè ýòîì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñíè-
æåíèå àíàáîëè÷åñêîãî îòâåòà íå áûëî ñâÿçàíî ñ ïîòåðåé ñèëû êàìáàëîâèäíîé
ìûøöû. Äàííîå îáñòîÿòåëüñòâî äàëî îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñíèæåíèå
àíàáîëè÷åñêîãî îòâåòà ñ òå÷åíèåì ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè ìîãëî áûòü îáó-
ñëîâëåíî íàðóøåíèåì ìåõàíîñåíñîðíûõ ñòðóêòóð ìûøå÷íîãî âîëîêíà. Âàæíåé-
øóþ ðîëü ìåõàíîñåíñîðîâ â ìûøå÷íîì âîëîêíå èãðàþò ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûå
èîííûå êàíàëû (stretch-activated ion channels, SAC), êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ïîääåð-
æàíèè ýëåêòðîëèòíîãî ãîìåîñòàçà è ïåðåäà÷å ñèãíàëà [21, 22]. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëü
íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â ïðîâåðêå ãèïîòåçû î ðîëè SAC â ïðîâå-
äåíèè ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà ê àíàáîëè÷åñêîìó ïóòè mTORC1 â m. soleus êðûñû
ïîñëå 7-ñóòî÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè çàäíèõ êîíå÷íîñòåé. Äëÿ ýòîãî èñ-
ïîëüçîâàëñÿ èçâåñòíûé èíãèáèòîð ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ èîííûõ êàíàëîâ — ñîëü
ãàäîëèíèÿ (GdCl3) [7].

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Æèâîòíûå è àíòèîðòîñòàòè÷åñêîå âûâåøèâàíèå. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçî-
âàëèñü ñàìöû êðûñ ëèíèè Âèñòàð ìàññîé 225 ± 10 ã, êîòîðûå áûëè ñëó÷àéíûì
îáðàçîì ðàçäåëåíû íà 4 ãðóïïû (ïî 7 æèâîòíûõ â êàæäîé ãðóïïå): 1) C (âèâàð-
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íûé êîíòðîëü), 2) C+Gd (êîíòðîëüíûå æèâîòíûå, ìûøöà êîòîðûõ èíêóáèðîâà-
ëàñü ñ GdCl3 — èíãèáèòîðîì SAC), 3) HS [ãðóïïà 7-ñóòî÷íîãî àíòèîðòîñòàòè÷å-
ñêîãî âûâåøèâàíèÿ (hindlimb suspension) â òå÷åíèå 7 ñóòîê], 4) HS+Gd (ãðóïïà
7-ñóòî÷íîãî àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé
ìûøöû ñ GdCl3). Ïîñëå ââåäåíèÿ ëåòàëüíîé äîçû àâåðòèíà (750 ìã/êã) èç ïðàâîé
çàäíåé êîíå÷íîñòè âûäåëÿëàñü êàìáàëîâèäíàÿ ìûøöà (m. soleus), êîòîðàÿ çàòåì
ïîäâåðãàëàñü ýêñöåíòðè÷åñêèì ñîêðàùåíèÿì. Èç ëåâîé çàäíåé êîíå÷íîñòè òàêæå
âûäåëÿëàñü m. soleus, êîòîðàÿ îñòàâàëàñü èíòàêòíîé (íå ïîäâåðãàëàñü ýêñöåíòðè-
÷åñêèì ñîêðàùåíèÿì). Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â âèâàðíûõ óñëîâèÿõ, ïîëó÷àëè
ñòàíäàðòíûé êîðì è âîäó ad libitum. Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëàñü îáùåïðèíÿ-
òàÿ ìîäåëü àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ, ïîçâîëÿþùàÿ èìèòèðîâàòü ýô-
ôåêòû ãèïîãðàâèòàöèè, âûçûâàÿ àòðîôèþ ìûøö çàäíèõ êîíå÷íîñòåé ãðûçóíîâ
[17]. Âñå ïðîöåäóðû ñ æèâîòíûìè áûëè îäîáðåíû Êîìèññèåé ïî áèîìåäèöèíñêîé
ýòèêå ÃÍÖ ÐÔ — ÈÌÁÏ ÐÀÍ (ïðîòîêîë ¹ 444 îò 28.03.2017 ã.).

Ýêñöåíòðè÷åñêèå ñîêðàùåíèÿ (ÝÑ) èçîëèðîâàííîé êàìáàëîâèäíîé ìûøöû.
Äàííàÿ ìåòîäèêà îñíîâàíà íà ïðîòîêîëå, èçëîæåííîì â ðàáîòå [18]. Âûäåëåííàÿ
èç êðûñû êàìáàëîâèäíàÿ ìûøöà ïîìåùàëàñü â ðàñòâîð Êðåáñà—Õàíçåëÿéòà
(ìÌ): 120 NaCl, 4.8 KCl, 25 NaHCO3, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 2 MgSO4, 5 Hepes ñ
ïîñòîÿííîé ïåðôóçèåé êàðáîãåíîì (95 % O2 + 5 % CO2) è ïîääåðæàíèåì òåìïå-
ðàòóðû íà óðîâíå 37 °Ñ. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà SAC èñïîëüçîâàëàñü ñîëü ãàäî-
ëèíèÿ — GdCl3 (20 ìêM), êîòîðàÿ äîáàâëÿëàñü â ñðåäó ñ èçîëèðîâàííîé m. sole-
us. Êàìáàëîâèäíàÿ ìûøöà êðûñû ïðèñîåäèíÿëàñü øåëêîâûìè íèòêàìè çà ñóõî-
æèëèÿ îäíèì êîíöîì ê äèíàìîìåòðó/ãåíåðàòîðó óñèëèÿ, à äðóãèì ê íåïîäâèæíî-
ìó ôèêñàòîðó. Çàòåì äëÿ ìûøöû ñ ïîìîùüþ ñåðèè îäèíî÷íûõ (0.5 ìñ) ñîêðàùå-
íèé ïîäáèðàëàñü îïòèìàëüíàÿ äëèíà, ïðè êîòîðîé ðàçâèâàëàñü íàèáîëüøàÿ ñèëà
(L0). Ýêñöåíòðè÷åñêèå ñîêðàùåíèÿ îñóùåñòâëÿëèñü ñ ïîìîùüþ ñòèìóëÿöèè ýëåê-
òðè÷åñêèì ïîëåì (80 Â 50 Py â òå÷åíèå 3 ñ). Âî âðåìÿ ñòèìóëÿöèè ìûøöà ðàñòÿ-
ãèâàëàñü íà 15 % îò L0 (âðåìÿ ðàñòÿæåíèÿ è âîçâðàòà íà ïðåæíþþ äëèíó —
50 ìñ) [4]. Êàæäîå ñîêðàùåíèå ñîïðîâîæäàëîñü 10-ñåêóíäíûì ïåðåðûâîì, âî
âðåìÿ êîòîðîãî ìûøöà íàõîäèëàñü ïðè L0. Èçìåðåíèÿ ïàðàìåòðîâ ñîêðàùåíèÿ è
ðàñòÿæåíèÿ ìûøöû ïðîâîäèëèñü â íåïðåðûâíîì ðåæèìå ñ ÷àñòîòîé 2000 Ãö ñ
èñïîëüçîâàíèåì DMC/DMA software (Aurora Scientific, Êàíàäà). Ñõåìàòè÷åñêîå
èçîáðàæåíèå îäíîãî öèêëà ÝÑ ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 1. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ 30-ìè-
íóòíîé ñåðèè ñîêðàùåíèé ìûøöà îñòàâàëàñü â óêàçàííîì ðàñòâîðå åùå â òå÷åíèå
30 ìèí, ïîñëå ÷åãî íåìåäëåííî çàìîðàæèâàëàñü â æèäêîì àçîòå. Ìûøöà äðó-
ãîé êîíå÷íîñòè (èíòàêòíàÿ) íàõîäèëàñü â ïåðôóçèðóåìîì ðàñòâîðå â òå÷åíèå
60 ìèí è íå ïîäâåðãàëàñü ñîêðàùåíèÿì. Ïîêàçàòåëè ìàêñèìàëüíîãî òåòàíè÷åñêî-
ãî ñîêðàùåíèÿ íîðìèðîâàëèñü íà ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ìûøöû (îòíî-
øåíèå âåñà ìûøöû ê îïòèìàëüíîé äëèíå, óìíîæåííîé íà ïëîòíîñòü ìûøöû —
1.07 ã/ñì3) [10].

Âåñòåðí-áëîòòèíã äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ìàðêåðîâ ñèãíàëüíîãî ïóòè
mTORC1. Ñ ïîìîùüþ êðèîñòàòà äåëàëè ñðåçû ìûøå÷íîé òêàíè m. soleus òîëùè-
íîé 20 ìêì, êîòîðûå çàòåì ïîìåùàëè â îõëàæäåííûé RIPA Lysis Buffer System
(ñ äîáàâëåíèåì 0.5M EDTA 24 ìêë/ìë; Na3VO4 20 ìêë/ìë; DTT 4 ìêë/ìë; PMSF
20 ìêë/ìë; àïðîòèíèí 5 ìêë/ìë; ëåéïåïòèí 5 ìêë/ìë; ïåïñòàòèí À 5 ìêë/ìë;
Phosphatase Inhibitor Cocktail B 40 ìêë/ìë) èç ðàñ÷åòà 130 ìêë áóôåðà íà îäíó
ïðîáó. Çàòåì ïðîâîäèëè ãîìîãåíèçàöèþ è öåíòðèôóãèðîâàíèå (â òå÷åíèå 15 ìèí,
ïðè òåìïåðàòóðå +4 °Ñ è 12 000 îá/ìèí). Ïîñëå ýòîãî îòáèðàëè íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü è îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà íà ñïåêòðîôîòîìåòðå UV-2450 (Shi-
madzu, ßïîíèÿ), èçìåðÿÿ ïîãëîùåíèå íà äëèíå âîëíû 595 íì. Êîíöåíòðàöèÿ áåë-
êà â ïðîáàõ ðàññ÷èòûâàëàñü ïî êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé. Ýëåêòðîôîðåç ïî ìåòîäó
Ëýììëè ïðîâîäèëè â 10%-íîì ðàçäåëÿþùåì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ìèíè-ñè-
ñòåìå Bio-Rad (ÑØÀ) â òå÷åíèå ÷àñà ïðè ñèëå òîêà 17 ìÀ íà îäèí ãåëü. Ïåðåíîñ
áåëêîâ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Bio-Rad, ÑØÀ) îñóùåñòâëÿëè â ñèñòå-
ìå mini Trans-Blot (Bio-Rad, ÑØÀ) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå +4 °Ñ è ïîñòî-



ÿííîì íàïðÿæåíèè 100 Â. Çàòåì äëÿ ïðîâåðêè ðàâíîé çàãðóçêè áåëêà íà âñå äî-
ðîæêè íèòðîöåëëþëîçíàÿ ìåìáðàíà êðàñèëàñü êðàñêîé Ponceau S. Ïîñëå ýòîãî
ìåìáðàíó îòìûâàëè îò Ponceau S è áëîêèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ñóõîãî ìîëî-
êà â PBST (PBS + 0.1 % Tween 20) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå ÷àñà.
Äàëåå ïðîâîäèëè èíêóáàöèþ (â òå÷åíèå 15 ÷, +4 °Ñ) ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ p-p70S6k (Thr 389) è p70S6k ñ ðàçâåäåíèåì 1:1000 (Cell Signaling, ÑØÀ),
p-4E-BP-1 (Thr37/46) è 4E-BP1 ñ ðàçâåäåíèåì 1:1000 (Cell Signaling, ÑØÀ),
p-rpS6 (Ser240/244) è rpS6 ñ ðàçâåäåíèåì 1:1000 (Cell Signaling, ÑØÀ), à òàêæå
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè Anti-GAPDH (Abm, Êàíàäà) â ðàçâåäåíèè
1:10 000. Ïîñëå ýòîãî îòìûâàëè ìåìáðàíû â PBST 5 ðàç ïî 5 ìèí. Çàòåì ìåìáðà-
íû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå ÷àñà ñ áèîòèíèëèðîâàííûìè âòîðè÷íûìè àíòè-
òåëàìè goat anti-rabbit (Santa Cruz, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1:1000. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
GAPDH èñïîëüçîâàëè âòîðè÷íûå àíòèòåëà goat anti-mouse â ðàçâåäåíèè 1:20 000
Kit (Bio-Rad, ÑØÀ). Äàëåå ïðîâîäèëè îòìûâêó â PBST 5 ðàç ïî 5 ìèí. Áåëêîâûå
ïîëîñû âûÿâëÿëè íà ìåìáðàíå ñ ïîìîùüþ Star TM Substrate Kit (Bio-Rad,
ÑØÀ). Àíàëèç áåëêîâûõ ïîëîñ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì áëîò-ñêàíåðà C-Di-
Git (LI-COR Biotechnology, ÑØÀ) è ñîîòâåòñòâóþùåé ïðîãðàììû Image Studio
Digits.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíèå çíà÷å-
íèÿ ± ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà (Ì ± SE). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè
îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ANOVA. Äîñòîâåðíîñòü ìåæäó èíòàêòíîé ìûø-
öåé è ìûøöåé, ïîäâåðãøåéñÿ ýêñöåíòðè÷åñêèì ñîêðàùåíèÿì, áûëà óñòàíîâëåíà
ñ ïîìîùüþ ïàðíîãî t-êðèòåðèÿ. Äîñòîâåðíûìè ñ÷èòàëè îòëè÷èÿ ñ óðîâíåì çíà-
÷èìîñòè p < 0.05.
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Ðèñ. 1. Ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå òåòàíè÷åñêîãî ýêñöåíòðè÷åñêîãî ñîêðàùåíèÿ, ïîëó÷åí-
íîå ñ ïîìîùüþ äàò÷èêà ñèëû (À) è äàò÷èêà äëèíû (Á).
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ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ìàññà æèâîòíûõ è îòíîøåíèå ìàññû êàìáàëîâèäíîé ìûøöû ê ìàññå òåëà
æèâîòíîãî. Ðåçóëüòàòû ïî äèíàìèêå ñóõîé ìàññû êàìáàëîâèäíîé ìûøöû è îò-
íîøåíèþ «ìàññà m. soleus/ìàññà êðûñû» ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Èç òàáëèöû
âèäíî, ÷òî ìàññà æèâîòíûõ ìåæäó ãðóïïàìè äîñòîâåðíî íå ðàçëè÷àëàñü. Ïðè
ýòîì êàê àáñîëþòíàÿ ìàññà m. soleus, òàê è íîðìèðîâàííàÿ ê ìàññå òåëà äîñòîâåð-
íî ñíèçèëàñü â ãðóïïàõ ñ 7-ñóòî÷íûì àíòèîðòîñòàòè÷åñêèì âûâåøèâàíèåì îòíî-
ñèòåëüíî êîíòðîëÿ (ñì. òàáëèöó).

Ñòàòóñ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îñíîâíûõ ìàðêåðîâ àêòèâíîñòè mTORC1. Ñòå-
ïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìàðêåðà àêòèâíîñòè mTORC1 — ðèáîñîìàëüíîé êèíàçû
p70 (p70S6k) — â ìûøöàõ, êîòîðûå ïîäâåðãëèñü ñåðèè ÝÑ, äîñòîâåðíî (p < 0.05)
ñíèçèëàñü êàê â ãðóïïå Ñ+Gd, òàê è â ãðóïïàõ ñ àíòèîðòîñòàòè÷åñêèì âûâåøèâà-
íèåì (HS è HS+Gd) îòíîñèòåëüíî ãðóïïû Ñ íà 24.4, 26 è 24 % ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 2). Ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáñòðàòà p70S6k — ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 (rpS6)

Âåñ òåëà æèâîòíûõ è ìàññà êàìáàëîâèäíîé ìûøöû (m. soleus)

Ãðóïïà Ìàññà æèâîòíîãî, ã Ìàññà m. soleus, ìã
Ìàññà m. soleus /

Ìàññà òåëà, ìã/ã

C 225.5 ± 16 96.2 ± 8 0.43 ± 0.03

C + Gd 219.8 ± 28 98.2 ± 17 0.44 ± 0.04

HS 226.6 ± 18 69.2 ± 8* 0.31 ± 0.03*

HS + Gd 235.6 ± 23 83.6 ± 12* 0.35 ± 0.03*

Ï ð è ì å ÷ à í è å. * Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò ãðóïï C è Ñ + Gd, p < 0.05.

Ðèñ. 2. Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p70S6k. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷å-
íèé ± ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåé.

Íàä ãèñòîãðàììîé ïðåäñòàâëåíû ñîîòâåòñòâóþùèå èììóíîáëîòû. * Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíò-
ðîëüíûõ ãðóïï (C è Ñ+Gd) (p < 0.05); & äîñòîâåðíîå îòëè÷èå èíòàêòíîé ìûøöû îò ìûøöû ïîñëå ñåðèè

ýêñöåíòðè÷åñêèõ ñîêðàùåíèé (p < 0.05).
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Ðèñ. 3. Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ rpS6. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷å-
íèé ± ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåé.

Íàä ãèñòîãðàììîé ïðåäñòàâëåíû ñîîòâåòñòâóþùèå èììóíîáëîòû. * Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíò-
ðîëüíûõ ãðóïï (C è Ñ+Gd) (p < 0.05); & äîñòîâåðíîå îòëè÷èå èíòàêòíîé ìûøöû îò ìûøöû ïîñëå ñåðèè

ýêñöåíòðè÷åñêèõ ñîêðàùåíèé (p < 0.05).

Ðèñ. 4. Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ 4E-BP1. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷å-
íèé ± ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåé.

Íàä ãèñòîãðàììîé ïðåäñòàâëåíû ñîîòâåòñòâóþùèå èììóíîáëîòû. * Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíò-
ðîëüíûõ ãðóïï (C è Ñ+Gd) (p < 0.05); & äîñòîâåðíîå îòëè÷èå èíòàêòíîé ìûøöû îò ìûøöû ïîñëå ñåðèè

ýêñöåíòðè÷åñêèõ ñîêðàùåíèé (p < 0.05).
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ïî Ser 240/244 â m. soleus ïîñëå ÝÑ òàêæå áûëî äîñòîâåðíî (p < 0.05) ñíèæåíî â
ãðóïïàõ Ñ+Gd (–21 %), HS (–77.6 %) è HS+Gd (–74 %) îòíîñèòåëüíî ýòîãî ïîêà-
çàòåëÿ ó æèâîòíûõ âèâàðíîãî êîíòðîëÿ (ðèñ. 3). Ñõîæèå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ íàáëþäàëèñü è äëÿ âòîðîãî êëþ÷åâîãî ñóáñòðàòà mTORC1 —
áåëêà 4E-BP1. Òàê, ïîñëå ñåðèè ÝÑ â m. soleus ôîñôîðèëèðîâàíèå 4E-BP1 äîñòî-
âåðíî (p < 0.05) ñíèçèëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûì ïîêàçàòåëåì âèâàðíîãî
êîíòðîëÿ âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ: Ñ+Gd (–20 %), HS (–47.6 %) è
HS+Gd (–64.5 %) (ðèñ. 4).

Â èíòàêòíûõ ìûøöàõ, êîòîðûå íå ïîäâåðãàëèñü ñåðèè ÝÑ, óðîâåíü ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ êëþ÷åâûõ áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ èíèöèàöèþ òðàíñëÿöèè, áûë äîñòî-
âåðíî ñíèæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â ãðóïïàõ HS è HS+Gd. Â ÷àñòíîñòè,
ôîñôîðèëèðîâàíèå p70S6k äîñòîâåðíî (p < 0.05) ñíèçèëîñü â ãðóïïàõ HS (–43 %)
è HS+Gd (–37 %) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (ðèñ. 2). Ôîñôîðèëèðîâàíèå rpS6 áûëî
òàêæå ñíèæåíî îòíîñèòåëüíî ãðóïïû Ñ â ãðóïïàõ ñ àíòèîðòîñòàòè÷åñêèì âûâå-
øèâàíèåì (HS è HS+Gd) íà 68 % è 65 % ñîîòâåòñòâåííî (p < 0.05) (ðèñ. 3). Ôóíê-
öèîíàëüíàÿ ðàçãðóçêà òàêæå ïðèâåëà ê äîñòîâåðíîìó ñíèæåíèþ (p < 0.05) ñòå-
ïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ 4E-BP1 îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ: –60 % â ãðóïïå HS è
–47 % â ãðóïïå HS+Gd (ðèñ. 4).

ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ ÐÅÇÓËÜÒÀÒÎÂ

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â ïðîâåðêå ãèïîòåçû î ðîëè
ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ (SAC) â ïðîâåäåíèè ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà (â âè-
äå ÝÑ ex vivo) ê âíóòðèêëåòî÷íîìó àíàáîëè÷åñêîìó ïóòè mTORC1 â àòðîôèðî-
âàííîé m. soleus êðûñû.

Äàííûå î âëèÿíèè àíòèîðòîñòàòè÷åñêîãî âûâåøèâàíèÿ ãðûçóíîâ íà ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ìèøåíåé mTORC1 (p70s6k, rpS6, 4E-BP1) â èíòàêòíîé m. soleus
(ìûøöà, êîòîðàÿ íå ïîäâåðãàëàñü ÝÑ, à íàõîäèëàñü â ðàñòâîðå) â öåëîì ñîãëàñó-
þòñÿ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé [3, 5, 6, 12]. Â îòâåò
íà ñåðèþ ÝÑ â êîíòðîëüíîé m. soleus ïðîèçîøëî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p70S6k è rpS6. Ýòîò ðåçóëüòàò ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåä-
øåñòâóþùèìè äàííûìè êàê íàøåé ëàáîðàòîðèè [16], òàê è äðóãèõ èññëåäîâàòå-
ëåé [2, 18, 20]. Èíòåðåñíî, ÷òî â îòëè÷èå îò p70S6k è rpS6 ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ 4E-BP1 â îòâåò íà ñåðèþ ÝÑ áûëà ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûì êîíò-
ðîëåì. Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðàáîòîé S. Ato è ñîàâò. (2016), â êîòîðîé áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî â èêðîíîæíîé ìûøöå êðûñû ñðàçó ïîñëå ÝÑ óðîâåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ 4E-BP1 áûë äîñòîâåðíî íèæå, ÷åì â êîíòðîëüíîé (èíòàêòíîé) ìûøöå, â
òî æå âðåìÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå p70S6k è rpS6 áûëî äîñòîâåðíî âûøå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíîé ìûøöåé [2]. Ïî-âèäèìîìó, 30 ìèí ïîñëå ÝÑ áûëî íåäîñòà-
òî÷íî äëÿ òîãî, ÷òîáû âûçâàòü ãèïåðôîñôîðèëèðîâàíèå 4E-BP1 â îòâåò íà ìåõà-
íè÷åñêèé ñèãíàë.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðîâ SAC (ãàäîëèíèÿ è ñòðåï-
òîìèöèíà) ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ äåïîëÿðèçàöèè ìåìáðàíû âîëîêîí ñêåëåòíûõ
ìûøö [14], óìåíüøåíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåèíêèíàçû B (AKT) è p70S6k â
ïåðåäíåé áîëüøåáåðöîâîé ìûøöå (m. tibialis anterior) [20], à òàêæå ñíèæåíèþ
ñòåïåíè ãèïåðòðîôèè m. tibialis anterior êðûñû ïðè ýêñöåíòðè÷åñêîé òðåíèðîâêå
[15]. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè, ñîãëàñóþòñÿ ñ ðàíåå ïî-
ëó÷åííûìè â íàøåé ëàáîðàòîðèè äàííûìè î òîì, ÷òî àíòèîðòîñòàòè÷åñêîå âûâå-
øèâàíèå â òå÷åíèå 1, 3 è 7 ñóòîê ïðèâîäèò ê ïðîãðåññèâíîìó ñíèæåíèþ àíàáîëè-
÷åñêîãî îòâåòà (ôîñôîðèëèðîâàíèå ìèøåíåé mTORC1 è èíòåíñèâíîñòü ñèíòåçà
áåëêà) â îòâåò íà ÝÑ ex vivo â êàìáàëîâèäíîé ìûøöå êðûñû [1, 16]. Ïðèìå÷àòåëü-
íî, ÷òî íîðìèðîâàííàÿ ê ïëîùàäè ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ñðåäíÿÿ ñèëà ñîêðàùå-
íèÿ m. soleus ïîñëå 7-ñóòî÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè äîñòîâåðíî íå îòëè÷à-
ëàñü îò êîíòðîëÿ [16], ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ñíèæåíèå îòâåòà



mTORC1 íå áûëî ñâÿçàíî ñ ïîòåðåé óäåëüíîãî íàïðÿæåíèÿ êàìáàëîâèäíîé ìûø-
öåé. Â ñâÿçè ñ ýòèì â ðàìêàõ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âàæíî îöåíèòü ðîëü
ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ, ÿâëÿþùèõñÿ âàæíûìè ìåõàíîñåíñîðàìè ìûøå÷-
íîãî âîëîêíà. Äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êëþ÷åâûõ ìè-
øåíåé mTORC1 â èçîëèðîâàííîé êàìáàëîâèäíîé ìûøöå êðûñû â îòâåò íà ñåðèþ
ÝÑ íàáëþäàëîñü êàê â ãðóïïå HS, òàê è â ãðóïïå HS+Gd. Äàííûé ôàêò ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ñàìà ïî ñåáå ôóíêöèîíàëüíàÿ ðàçãðóçêà çàäíèõ êî-
íå÷íîñòåé ïðèâåëà ê èíàêòèâàöèè SAC è ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè mTORC1, âñëåä-
ñòâèå ÷åãî ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðà ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ íå ïðèâåëî ê
äàëüíåéøåìó èçìåíåíèþ àíàáîëè÷åñêîãî îòâåòà íà ñåðèþ ÝÑ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ñèãíàë îò
SAC ïåðåäàåòñÿ ê mTORC1, îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè. Â ëèòåðàòóðå åñòü äàí-
íûå, ÷òî â ìåõàíîçàâèñèìîé àêòèâàöèè mTORC1 íåïîñðåäñòâåííî ïðèíèìàåò
ó÷àñòèå ôîñôàòèäíàÿ êèñëîòà, êîòîðàÿ ñèíòåçèðóåòñÿ ïðè ïîìîùè æ-èçîôîðìû
äèàöèëãëèöåðîëêèíàçû (DGK-æ) [23]. Òàêæå åñòü äàííûå î òîì, ÷òî mTORC1 ñèã-
íàëèíã ìîæåò àêòèâèðîâàòüñÿ â îòâåò íà óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè êàëüöèÿ â ìûøå÷íîì âîëîêíå [13, 24]. Ïðè ýòîì óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè
èîíîâ êàëüöèÿ â ñêåëåòíîé ìûøöå â îòâåò íà ñåðèþ ÝÑ ìîæåò áûòü îïîñðåäîâà-
íî ðàáîòîé ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ [19]. Îäíàêî âûÿâëåíèå òî÷íûõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïåðåäà÷ó ìåõàíè÷åñêîãî ñèãíàëà îò SAC ê
mTORC1, ïîòðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Îáîáùàÿ ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ñíèæå-
íèå àêòèâíîñòè mTORC1 â îòâåò íà ìåõàíè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ êàìáàëîâèäíîé
ìûøöû êðûñû ex vivo ïîñëå 7-ñóòî÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðàçãðóçêè ìîãëî áûòü
ñâÿçàíî ñ èíàêòèâàöèåé ñòðåò÷-àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ è òîðìîæåíèåì àêòèâàöèè
ñèãíàëüíîãî ïóòè mTORÑ1-p70S6k.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî â ðàìêàõ ïðîåêòà ÐÔÔÈ ¹ 16-34-60055 ìîë_à_äê.
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