
 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2024, том 110, 
№ 9, с. 1390–1405

2-APB ПРЕДОТВРАЩАЕТ АТРОФИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ И МЕНЯЕТ 
КЛЕТОЧНЫЙ СИГНАЛИНГ ПРИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ РАЗГРУЗКЕ  

M. SOLEUS КРЫС

© 2024 г. К. А. Зарипова1, Р. О. Боков1, К. А. Шарло1, С. П. Белова1, 
Т. Л. Немировская1, *

1Институт медико-биологических проблем РАН, Москва, Россия
*E-mail: Nemirovskaya@bk.ru

Поступила в редакцию 11.07.2024 г.
После доработки 15.08.2024 г.

Принята к публикации 15.08.2024 г.

IP3-рецепторы (IP3R) находятся в значительном количестве в мышечных волокнах 
в саркоплазматическом ретикулуме, ядре и митохондриях. Мы предположили, что 
активация IP3R при разгрузке мышц может вызывать слабый сигнал высвобождения 
кальция как цитозольный, так и нуклеоплазматический, который способствует (воз-
можно, с другими сигнальными каскадами) активации транскрипционных факторов, 
что приводит к экспрессии или репрессии генов, участвующих в фенотипе мышц. 
Эту гипотезу проверяли, применив блокирование IP3R во время функциональной 
разгрузки мышц крыс путем введения 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate). Мы 
обнаружили, что состояние IP3R влияет на развитие атрофических процессов по-
стуральной m. soleus при вывешивании крыс. Введение блокатора IP3R2-APB жи-
вотным успешно предотвращало снижение площади поперечного сечения m. soleus 
как быстрых, так и медленных мышечных волокон. Замедление снижения площади 
поперечного сечения мышечных волокон m. soleus при введении ингибитора IP3R 
на фоне 7-суточной функциональной разгрузки связано с предотвращением сниже-
ния рибосомального биогенеза и повышения экспрессии маркера аутофагии ULK-1 
и IL-6.
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ВВЕДЕНИЕ

Функциональная разгрузка скелетных мышц включает в себя отсутствие или же 
значительное снижение активности мышц, а также механической нагрузки на мышцу. 
Такое состояние в той или иной степени наблюдается в условиях постельной гипо-
кинезии, гипсовой иммобилизации конечностей при травмах, а также в условиях ми-
крогравитации при космическом полете. В лабораторных условиях функциональную 
разгрузку изучают с использованием модели вывешивания задних конечностей грызу-
нов [1]. Функциональная разгрузка приводит к развитию атрофии и слабости мышц, 
которые сохраняются достаточно долгое время после возвращения к нормальному 
режиму активности. Молекулярные механизмы развития этих процессов изучены не-
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достаточно, в частности, роль кальций-зависимых сигнальных путей. При функцио-
нальной разгрузке мышц обнаружено накопление ионов Ca2+ в мышечных волокнах 
[2, 3] и в миоядрах [4], а активация кальций-зависимых протеаз кальпаинов вносит 
существенный вклад в деградацию цитоскелетных белков камбаловидной мышцы [5]. 
Похожее накопление кальция в миоплазме происходит при ряде патологических состо-
яний, таких как старение или различные миодистрофии [6, 7], и может вносить вклад 
в развитие атрофических процессов. Помимо непосредственного участия в атрофии 
за счет активации протеолиза, кальций может работать и как регулятор транскрипции 
генов [8].

Ионы кальция при разгрузке мышц поступают в саркоплазму из саркоплазмати-
ческого ретикулума (СР) в ответ на деполяризацию мышечной мембраны через ме-
ханизм сопряжения DHPR/RyR (дигидропиридиновые рецепторы/рианодиновые ка-
налы) [9]. IP3-рецепторы (IP3R) также находятся в СР, митохондриях, а также в ядре 
и в дополнение к поглощению Ca2+ в СР, регулируют обмен кальция с ядром [10, 11]. 
Пропускная способность IP3R регулируется ионами Са2+ и IP3, при этом в зависимо-
сти от концентрации IP3 IP3R варьируют силу кальциевого сигнала [12]. IP3 выраба-
тывается после активации различных рецепторов плазматической мембраны клетки 
внеклеточными сигналами [13]. SERCA (саркоплазматическая Ca2+АТФаза) играет 
ключевую роль в удалении ионов кальция из СР и ее активность при разгрузке мышц 
снижена [14, 15]. Мы полагаем, что снижение ее активности при разгрузке мышц 
может вносить дополнительный вклад в накопление кальция в мышечных волокнах. 
Высвобождение Ca2+, вызванное деполяризацией клеток скелетных мышц, можно 
разделить на два независимых компонента: быстрый транзитный Ca2+, равномерно 
распределенный по клетке, что соответствует сопряжению возбуждения и сокраще-
ния, и медленный транзитный Ca2+ с отчетливым ядерным компонентом, генерируе-
мый IP3 [16]. «Медленный» Ca2+ может стимулировать активацию внутриклеточных 
сигнальных путей и мышечную атрофию, а также участвует в сопряжении возбужде-
ния и транскрипции [17–19]. Термин «медленный» кальций относится к ионам Ca2+, 
повышенная концентрация которых не связана с сокращением и сохраняется в сар-
коплазме в течение длительного времени (пик достигается через 60–100 с и в основ-
ном связан с ядрами клеток). В работах [20, 21] в экспериментах на культуре миотуб 
было обнаружено, что медленные кальциевые процессы опосредованы IP3, но не 
RyR. В работах с участием Jaimovich (2000–2023 гг.) показано, что IP3R необходимы 
для нормальной активности скелетных мышц, оказывая свое действие путем регули-
рования экспрессии генов, энергетического обмена и активности митохондрий. Мы 
полагаем, что при функциональной разгрузке скелетных мышц механизм генерации 
IP3 может осуществляться посредством активации метаботропных пуринергических 
рецепторов P2Y внеклеточным АТФ, высвобождаемым через механизм, зависимый 
от паннексина 1, сопряженного с работой сенсора напряжения DHPR. Ранее анало-
гичный механизм был описан в лаборатории Jaimovich в экспериментах на культуре 
миотуб, мышечных волокон, а также в модели mdx мышей [20, 22–24]. Инактивация 
Na, K-АТФазы при разгрузке мышц приводит к деполяризации сарколеммы [9], что, 
в свою очередь, вызывает активацию DHPR [25] и открытие RyR. DHPR соедине-
ны в сарколемме с паннексиновыми каналами. Нами показано, что при функцио-
нальной разгрузке АТФ из мышцы через паннексиновые каналы может выходить во 
внеклеточное пространство [26]. Эти нуклеотиды затем могут взаимодействовать 
с каналами P2Y (G protein Y-coupled receptors) [27]. Известно, что они активируют 
PI3 K gamma (PI3K) (в Т-каналах мембраны) и в конечном итоге запускают образо-
вание инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3). Затем IP3 может связываться с IP3R, присут-
ствующими в саркоплазматической сети, митохондриях и в ядерной мембране, вы-
зывая высвобождение кальция в нуклеоплазме, что способствует (вероятно, вместе 
с другими сигнальными каскадами) активации факторов транскрипции, приводящей 
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к экспрессии или репрессии генов, вовлеченных в регуляцию фенотипа мышечных 
клеток. Отмечено, что IP3-опосредованный кальциевый сигнал вызывал активацию 
ряда транскрипционных факторов и генов [17, 28]. Гипотеза о роли кальций-зави-
симой регуляции экспрессии генов при разгрузке скелетных мышц была выдвинута 
Kandarian и Stevenson в 2002 г. [29].

Мы полагаем, что накопление ионов кальция и IP3 в миоплазме при функциональ-
ной разгрузке может вызвать активацию IP3R, что может способствовать (возможно, 
совместно с другими сигнальными каскадами) активации транскрипционных фак-
торов и стимулировать запуск атрофических процессов при разгрузке мышц. К на-
стоящему времени не было изучено, какую роль играют IP3R при функциональной 
разгрузке мышц в контроле атрофических процессов. Мы впервые проверяли эту ги-
потезу в нашем исследовании, применив ингибирование IP3R при функциональной 
разгрузке m. soleus в модели вывешивания задних конечностей крыс в течение 7 суток, 
т. к. известно, что после 7 суток вывешивания происходит достоверное снижение раз-
меров волокон камбаловидной мышцы и трансформация миозинового фенотипа воло-
кон из «медленного» в «быстрый». Если наша гипотеза верна, то ингибирование IP3R 
при функциональной разгрузке должно снизить развитие протеолитических процессов 
и предотвратить усиление распада белка в мышце.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведение эксперимента
Функциональная разгрузка моделировалась вывешиванием задних конечностей по 

стандартной методике Ильина – Новикова в модификации Morey-Holton [1]. Вывеши-
вание проводилось под углом 45 градусов к полу клетки так, что задние конечности 
крыс не касались пола, а передние свободно опирались на пол, и животные свободно 
передвигались. Пищу и воду животные получали ad libitum. 32 самца крыс линии Wi-
star были распределены на 4 группы – виварный контроль с введением плацебо (7С, n 
= 8), виварный контроль с введением препарата 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate) 
(7СA, n = 8), группа вывешивания с введением плацебо (7НS, n = 8) и группа вы-
вешивания с введением препарата 2-APB (7НSA, n = 8). Препарат вводился внутри-
брюшинно в дозе 10 мг/кг в 5 %-ном растворе ДМСО ежедневно. Применение этого 
ингибитора in vivo было описано ранее [30]. 2-APB, широко применяемый в качестве 
ингибитора IP3R препарат [31], ингибирует IP3-зависимые сигналы [19]. Известные 
для него неспецифические эффекты вызывались большими концентрациями в разы, 
а в некоторых случаях на порядки [32], чем используемая нами для ингибирования 
IP3R доза препарата.

Через 7 дней эксперимента крыс наркотизировали авертином (5 мл/кг массы тела 
10 %-ного раствора), выделяли m. soleus и немедленно замораживали в жидком азоте 
и хранили при –85 °C до проведения анализов. Эвтаназия крыс осуществлялась дисло-
кацией шейных позвонков под авертиновым наркозом.

Электрофорез и Вестерн-блоттинг
Для выделения тотальной фракции белка с образцов m. soleus на микротоме-кри-

остате фирмы Leica были сделаны срезы толщиной 20 мкм (общей массой 15–20 
мг на 1 пробу) и немедленно прогомогенизированы в шариковом гомогенизаторе 
TissueLyser LT (QIAGEN, Германия) в течение 25 мин в 100 мкл лизирующего буфе-
ра RIPA (Santa-Cruz, США), содержащего 50 мМ Tris (pH 7.4), 150 мМ NaCl, 0.1 % 
Triton X-100, 0.1 % SDS, 5 мМ EDTA (pH 8.0), 1 мМ DTT, 1 мМ PMSF, 1мМ Na3VO4, 
1 мМ PMSF, апротинин (10 мкг/мл), леупептин (10 мкг/мл), пепстатин А (10 мкг/
мл), протеазный ингибиторный коктейль (Santa-Cruz, США) и фосфатазный ингиби-
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торный коктейль (Santa-Cruz, США). Затем образцы центрифугировали при 20000 g 
в течение 15 мин. Супернатант отбирали, разаликвотировали и убирали на хранение 
при –85 °C.

Часть мышечных лизатов отбирали для определения концентрации общего белка 
с помощью реактива Бредфорда (Bio-Rad Laboratories, США). Определения проводи-
лись на планшетном фотометре Epoch при длине волны 595 нм. Пробы для нанесе-
ния разводились в 2-кратном Laemli-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 бром-
феноловый синий). Заливку и подготовку ПААГ гелей проводили с помощью зали-
вочных столов фирмы и стекол «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), 0.5 %-ный аммоний персульфат, 0.1 %-ный ТЕМЕД). Для прове-
дения электрофореза был использован трис-глициновый буфер (192 мМ Tris-гли-
цин (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. Уровень фосфорилирования белков 
определяли, нормируя содержание фосфорилированной формы белка на содержание 
тотальной формы этого же белка в образце. Электрофорез проводился при 15 мА 
на гель в мини-системе («Bio-Rad Laboratories») при комнатной температуре. После 
электрофореза гели переносились в установку для электропереноса белков на мем-
брану. Электроперенос проводился в буфере (25 мМ Tris (pH 8.3), 192 мМ глицин, 
20 %-ный этанол, 0.04 %-ный Ds-Na) на нитроцеллюлозную мембрану при 100 V при 
температуре 4 °C в системе mini Trans-Blot («Bio-Rad Laboratories») в течение 2 ч. 
После электропереноса мембраны инкубировались в течение 5 мин в 0.3 %-ном рас-
творе Ponceau Red в 5 %-ной уксусной кислоте, затем отмывались 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, что-
бы убедиться, что количество общего белка, внесенного в каждую дорожку, было 
одинаковым. Мембраны блокировались в растворе 5 %-ного сухого молока («Bio-Rad 
Laboratories») в PBST в течение 1 ч при комнатной температуре, затем помещались 
в раствор первичных антител на ночь при 4 °C. Для выявления белковых полос были 
использованы первичные антитела против p-CaMKIIb (1: 1000, #12716), CaMKII (1: 
1000, #3362) фирмы «Cell Signaling Technology». На следующий день мембрана от-
мывалась от первичных антител в PBST 3 раза по 5 мин на шейкере и инкубиро-
валась 1 ч со вторичными антителами goat-anti-rabbit (1: 30000, «Jackson Immuno 
Research», США). Потом мембрана отмывалась от вторичных антител в PBST 3 раза 
по 5 мин на шейкере. Выявление проводилось с помощью Clarity Western ECL Sub-
strate (Bio-Rad Laboratories, США). Хемилюминесцентный сигнал детектировался 
с помощью сканера C-DiGit Blot Scanner (LI–COR, США). Мембраны, на которых 
детектировали данные белки, после детекции содержания фосфорилированной фор-
мы белка отмывали в восстанавливающем растворе Restore Western Blot Stripping 
Buffer (Thermo Scientific), после чего анализировали содержание тотальной формы 
на этих же мембранах путем инкубирования с первичными антителами к тотальным 
формам белков в течение ночи при 4 °C. Затем мембраны отмывали и инкубировали 
со вторичными антителами и проявляли, как описано выше. Для каждого параме-
тра электрофорез с последующим иммуноблоттингом был повторен не менее 3 раз. 
Белковые полосы были анализированы с использованием Image Studio Software (LI–
COR). Хемилюминесцентный сигнал полосы контрольной группы на анализируемой 



1394 ЗАРИПОВА и др. 

мембране принимали за 100 %, а сигнал полос других групп сравнивали с сигналом 
полос контрольной группы, расположенных на одной и той же мембране.

ПЦР в реальном времени
Для исследования экспрессии генов методом ПЦР в реальном времени прово-

дили выделение РНК из образцов мышечной ткани. Для выделения РНК из ске-
летных мышц была использована методика выделения РНК на микроколонках 
«RNeasy Micro» («Qiagen», Германия) согласно рекомендациям производителя. 
Определение концентрации мРНК осуществлялось по поглощению раствора мРНК 
при помощи спектрофотометра NanoPhotometer IMPLEN. Измерение каждой про-
бы проводилось не менее 3 раз. Для проведения обратной транскрипции были ис-
пользованы реагенты фирмы «Синтол» (Россия) согласно рекомендациям про-
изводителя. Праймеры сконструированы с помощью программы Primer3 v.0.4.0, 
находящейся в свободном доступе (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). В работе были ис-
пользованы следующие праймеры: 5’-gccaatttggtgctttttgt-3’ и 5’-aaattcagtcctctccccgt-3’ 
для MuRF-1; 5’-ctacgatgttgcagccaaga-3’ и 5’-ggcagtcgagaagtccagtc-3’ для MAFbx; 
5’-caccaagaaggtcaaacagga-3’ и 5’-gcaagaactttattcaaag-tgcaa-3’ для убиквитина; 5’- 
ccggagaggagacttcacag-3’ и 5’-acagtgcatcatcgctgttc-3’ для IL6, 5'-cat-gac-ctc-cct-tgc-atg-
taa-c-3' и 5'-acc-agg-tgg-tgg-gta-agg-aac-3' для ULK1, 5'-cag-gaa-cgt-ggg-cca-taa-ca-3' 
и 5'-tcc-aga-gct-tca-tcg-cca-tc-3' для IP3R, 5’-gta-ccc-ttc-ctc-ttc-cct-atg-c-3’ и 5’-caa-tgc-
caa-ctc-tcg-tca-aca-g-3’ для RPL19. Для проведения ПЦР в реальном времени исполь-
зовали набор для проведения ПЦР в реальном времени с добавлением SYBR Green 
фирмы «Синтол» (Россия) согласно рекомендациям производителя.

Электрофорез РНК
Для проведения электрофореза РНК, выделенную как описано ранее, смешивали 

с равным объемом денатурирующего буфера для нанесения (Thermo Scientific, США) 
и нагревали 10 мин при 70 °C согласно рекомендациям производителя. Для электро-
фореза использовали 1.2 %-ный агарозный гель с использованием бромистого этидия 
(0.5 мкг/мл), приготовленный на буфере TBE (89 мМ ТРИС, 89 мМ борная кислота, 
2 мМ ЭДТА, pH 8.0). Электрофорез проводили при напряжении 10 В/см длины геля 
в буфере TBE. Для определения длин полос РНК использовали маркеры RiboRuler 
(Thermo Scientific, США). Результаты электрофореза визуализировали на Gel Doc EZ 
Imager (Biorad, США). Для обсчета результатов использовали программное обеспече-
ние Image Studio Digits v. 4.0. Степень деградации РНК определяли по вычислению 
соотношения 28S РНК к 18S РНК.

Иммуногистохимический анализ
C помощью криомикротома изготавливали поперечные срезы замороженной мыш-

цы толщиной 9 мкм. Срезы высушивали на воздухе и хранили при –20 °C. Перед окра-
шиванием срезы оттаивали и регидратировали при комнатной температуре в фосфат-
но-буферном растворе (PBS) в течение 20 мин, а затем инкубировали с антителами 
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 часа (или при 4 
°C на ночь). Затем антитела отмывали в PBS 3 раза по 5 мин. Инкубацию со вторич-
ными антителами, конъюгированными с AlexaFluor (1: 500) в PBS, проводили в те-
чение 40 мин при комнатной температуре. После отмывки вторичных антител срезы 
заключали в среду, стабилизирующую флуоресцентную метку. Срезы анализировали 
с использованием флуоресцентного микроскопа LeicaQ500MC с встроенной цифровой 
фотокамерой (TCM 300F, Leica, Германия), с увеличением х200. Анализ изображений 
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проводился с помощью программы Image J. Измеряли площадь поперечного сечения 
по крайней мере 100 волокон.

Статистическая обработка данных
Для анализа данных полученных с помощью ПЦР в реальном времени, применя-

лось относительное количественное определение исследуемого гена, нормализован-
ное к референсному, метод 2-ΔΔСt (метод Ливака). В качестве референсного гена был 
использован RPL19, экспрессия которого постоянна в m. soleus в условиях экспери-
мента. Статистическая обработка данных производилась с помощью программы REST 
2009 v.2.0.12, пакета SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., 2008). Достоверность отли-
чий между группами определялась с помощью критерия Краскела – Уоллиса. В тексте 
и на гистограммах результаты ПЦР представлены в виде медианы и интерквартильной 
широты. Количество (n) в выборках равно 8. Статистически достоверными различия 
считали при уровне значимости p ˂ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Мы не обнаружили различий в массе m. soleus и индексе сырой массы m. soleus 
между вывешенными HS и HSA группами (они были ниже, чем у контрольных групп 
С и CA), рис. 1.
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Рис. 1. Масса тела животных (а), масса m. soleus (b) и индекс сырой массы m. soleus (c). 7С – виварный 
контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введением 2-APB, 7HS – 7-суточное вывешива-
ние с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введением 2-APB. * – значимые отличия между 
группами (p < 0.001).

В то же время мы обнаружили, что площадь поперечного сечения как медленных, 
так и быстрых мышечных волокон m. soleus в группе 7-суточного вывешивания (7HS) 
была достоверно ниже значений групп контроля (7С и 7СA) (p < 0.05), рис. 2. Введение 
ингибитора IP3R при вывешивании (7HSA) предотвратило снижение площади попе-
речного сечения медленных и быстрых мышечных волокон (их значения не отличались 
от групп контроля и были достоверно выше, чем в группе 7HS (p < 0.001)).

Мы обнаружили существенное снижение содержания маркеров рибосомального 
биогенеза рРНК 18S (малая субъединица рибосомы) и pРНК 28S (большая субъедини-
ца рибосомы) только у вывешенных без введения ингибитора IP3R животных (группа 
7HS, рис. 3) относительно контрольных групп.
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Экспрессия маркеров убиквитин-протеасомной системы Е3 лигаз MuRF1 и MAFbx/
Atrogin-1, а также убиквитина была существенно повышена в обеих вывешенных 
группах крыс (относительно групп контроля), рис. 4. Введение ингибитора IP3R не 
выявило отличий по сравнению с группой вывешивания без препарата 7HS.

Уровень экспрессии мРНК маркера аутофагии ULK1 (серин-пролиновая киназа, 
участвующая в аутофагии) был повышен только в группе вывешивания без препара-
та (7HS), но не в группе с введением ингибитора IP3R (7HSA) относительно групп 
контроля, рис. 5а. Аналогичные результаты были получены и для экспрессии мРНК 
интерлейкина 6 (IL6) и рецепторов IL6 (IL6R). Мы обнаружили предотвращение уве-
личения экспрессии мРНК IL6 (рис. 5b) в группе 7HSA при введении ингибитора IP3R 
во время вывешивания крыс относительно группы 7С.

Содержание маркеров кальций-зависимых сигнальных путей IP3R и p-CaMK при 
7-дневном вывешивании крыс. Фосфорилирование кальций-кальмодулинкиназы IIb 
(CaMKIIb) было увеличено в ненагруженной камбаловидной мышце (гр. HS) относи-
тельно группы контроля, рис. 6. Введение ингибитора IP3R предотвратило эти измене-
ния. Аналогичные результаты получены для содержания мРНК IP3R, рис. 7.
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Рис. 2. Площадь поперечного сечения медленных волокон (а), быстрых волокон (b) и микрофотографии 
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варный контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введением 2-APB, 7HS – 7-суточное вы-
вешивание с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введением 2-APB. * – значимые отличия 
между группами. Размерная полоса равна 200 мкм.
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Рис. 4. Экспрессия мРНК MuRF1 (а), MAFbx (b), убиквитина (c) в m. soleus при введении 2-APB на фоне 
7-суточного вывешивания. 7С – виварный контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введе-
нием 2-APB, 7HS – 7-суточное вывешивание с введением плацебо, 7HSA – 7-суточное вывешивание с введе-
нием 2-APB. * – значимые отличия между группами.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Введение блокатора IP3R2-APB вывешенным животным успешно предотвращало 
снижение площади поперечного сечения как быстрых, так и медленных волокон кам-
баловидной мышцы. В то же время возникает вопрос, по каким причинам предотвра-
щение атрофии волокон камбаловидной мышцы не отражается на изменении массы 
мышц экспериментальных животных (рис. 1). Расхождение данных по площади попе-
речного сечения волокон и массы мышц может быть связано с неволоконными компо-
нентами мышц, такими как внеклеточный матрикс и жидкость (вода, кровь, лимфа). 
В частности, известно, что в условиях вывешивания снижается мышечный кровоток 
и, соответственно, кровенаполнение камбаловидной мышцы [33], что могло повлиять 
на массу мышц. Причины снижения степени атрофии m. soleus при функциональной 
разгрузке могут быть в следующем: гипокинезия приводит к атрофии скелетных мышц 
из-за нарушения баланса между синтезом белка и его деградацией [34].

Маркеры анаболического сигналинга. рРНК осуществляют трансляцию – считы-
вание информации с мРНК и катализ образования пептидных связей между присое-
диненными к тРНК аминокислотами. В группе 7HSA (с введением ингибитора IP3R) 
существенных отличий от групп контроля по этим параметрам не наблюдалось. Таким 
образом, введение 2-APB вывешенным животным (7HSA) приводит к предотвраще-
нию снижения содержания рибосомальных РНК 18S и 28S. Можно предположить, что 
предотвращение снижения площади поперечного сечения медленных и быстрых мы-
шечных волокон m. soleus животных, вывешенных 7 суток с ингибированием IP3R, 
могло быть связано с улучшениями в работе рибосом.

Механизм, за счет которого введение 2-APB регулирует содержание 18S и 28S рибосо-
мальных РНК, может быть связан с 2-APB-зависимой регуляцией уровня миоплазматиче-
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Рис. 7. Экспрессия мРНК IP3R в m. soleus при введении 2-APB на фоне 7-суточного вывешивания. 7С – ви-
варный контроль с введением плацебо, 7СA – виварный контроль с введением 2-APB, 7HS – 7-суточное вы-
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между группами.
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ского и, возможно, ядерного кальция. Ранее было показано, что активность рибосомаль-
ных генов, с которых происходит транскрипция рРНК, регулируется метилированием 
CpG-островков [35, 36]. Рост CpG-метилирования ведет к блокированию экспрессии 
генов; данному процессу противодействуют транслоказы, деметилирующие CpG [37]. 
Транслоказы TET могут подвергаться протеолизу со стороны кальций-зависимых про-
теаз кальпаинов [38]. Таким образом, накопление кальция может приводить к активации 
кальпаинов, деградации TET и росту метилирования CpG-островков на промоторах рибо-
сомальных генов: введение 2-APB может противодействовать данному процессу, предо-
твращая накопление кальция, активацию кальпаинов и деградацию транслоказ TET.

Маркеры белковой деградации. Для исследования сигналинга деградации белка мы 
определили содержание маркеров убиквитин-протеасомной системы: Е3-убиквитинли-
газы MuRF1 и MAFbx/Atrogin-1, а также убиквитина. Их экспрессия была существенно 
повышена в обеих вывешенных группах крыс (относительно групп контроля). Увеличе-
ние экспрессии этих маркеров при функциональной разгрузке показано ранее [39]. Итак, 
мы не обнаружили взаимосвязи между частичным снижением атрофии m. soleus в груп-
пе 7HSA крыс и содержанием маркеров убиквитин-протеасомной системы.

Однако кроме убиквитин-протеасомной системы, деградацию белка контролирует ли-
зосомально-протеасомная система, поэтому мы определили экспрессию маркера ULK1. 
В группе вывешенных крыс ее уровень был повышен, что согласуется с предыдущими 
исследованиями [9, 40]. Ингибирование IP3R на фоне вывешивания привело к частично-
му предотвращению роста экспрессии мРНК ULK1. Наши результаты согласуются с ран-
ними исследованиями, где обнаружено, что активность IP3R1 в мышцах mdx мышей по-
вышала уровень аутофагии, тогда как нокаут IP3R1 возвращал его к базальному уровню 
[24]. IP3R могут как стимулировать, так и ингибировать аутофагию [41] посредством не-
скольких механизмов, таких как изменение цитозольного и/или митохондриального уров-
ня Ca2+ [42]. В работе [24] описано влияние уровня кальция и АТФ на экспрессию ULK-1, 
в регуляции которых участвуют IP3R. При разгрузке мышц уровень кальция и АТФ в ци-
топлазме также повышен, что могло быть стимулом повышения ULK-1.

Аналогичные результаты были получены и для экспрессии мРНК IL6 на 7-е сутки 
вывешивания при введении 2-APB. Известно, что содержание миокина IL-6 увеличива-
ется при функциональной разгрузке мышц [27, 43, 44]. IL-6 способен влиять на генную 
экспрессию через эпигеномную модификацию [45–47]. Блокирование рецепторов IL-6 
предотвращает развитие атрофии m. soleus [43], а введение IL-6 в мышцу, напротив, ве-
дет к ее атрофии [48]. Ранее показано, что IP3-опосредованный кальциевый сигнал инду-
цирует активацию гена IL-6 [17, 28]. Повышенный уровень IP3 в m. soleus вывешенных 
крыс обнаружен ранее [4]. При блокировании DHPR во время вывешивания уровень IL-6 
в m. soleus крыс снижался [44], что свидетельствует о кальций-зависимых процессах, 
регулирующих его экспрессию. IP3R регулируют гомеостаз в том числе внутриядерного 
кальция [30], за счет чего они способны регулировать экспрессию генов.

Можно заключить, что к частичному предотвращению снижения площади попереч-
ного сечения волокон камбаловидной мышцы при введении ингибитора IP3R на фоне 
7-дневного вывешивания крыс могло привести предотвращение повышения уровня 
экспрессии мРНК IL6 и мРНК маркера аутофагии ULK1. Мы не обнаружили влияния 
маркеров убиквитин-протеасомной системы на регуляцию этого процесса.

Содержание кальций-зависимых маркеров при 7-суточном вывешивании крыс. 
Мы определили уровень фосфорилирования по Thr-286 кальций-зависимого маркера 
CaMKIIb (кальций-кальмодулинкиназы) в тотальной белковой фракции. Внутрикле-
точный кальций является одним из регуляторов активности CaMKIIb [49, 50]; ами-
нокислотный остаток Thr-286 молекулы CaMKIIb фосфорилируется при повышении 
содержания ионов кальция [46, 47]. Фосфорилирование CaMKIIb было увеличено в не-
нагруженной камбаловидной мышце (группа HS) относительно группы контроля (рис. 
6), однако введение ингибитора IP3R предотвратило эти изменения. Эти результаты 
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хорошо согласуются с ранее обнаруженным накоплением ионов кальция в миоплазме 
на фоне вывешивания [2], а также свидетельствуют в пользу того, что применение ин-
гибитора IP3R2-APB на фоне вывешивания может быть связано со снижением кальци-
евого сигнала в мышечных волокнах.

Также в работе было обнаружено повышенное содержание мРНК IP3R в ненагружен-
ной камбаловидной мышце по сравнению с контрольной группой. Увеличенный уровень 
IP3R был обнаружен ранее в m. soleus вывешенных крыс [4]. Такого повышения не на-
блюдалось в группе с введением 2-APB. Хотя 2-APB ингибирует IP3R за счет связывания 
с их активным центром, в литературе есть данные о снижении экспрессии IP3R в тканях 
при введении 2-APB [51], что согласуется с результатами наших исследований.

IP3R находятся в мембране саркоплазматического ретикулума, ядра, а также мито-
хондрий, активируются IP3 и Ca2+ [10, 11, 52], а также регулируют гомеостаз кальция 
в клетке [53]. CaMKII – кальций-зависимая киназа [54]. Наблюдаемое снижение экс-
прессии IP3R в группе 7HSA, наряду с ингибирующим действием 2-APB на активные 
центры рецепторов, могло внести вклад в снижение кальций-зависимого фосфорили-
рования CaMKIIb в данной экспериментальной группе.

Можно заключить, что к снижению степени атрофии m. soleus при введении инги-
битора IP3R на фоне 7-дневного вывешивания крыс могло привести предотвращение 
снижения рибосомального биогенеза, а также предотвращение повышения уровня экс-
прессии маркера аутофагии ULK1 и IL6. Мы не обнаружили включения маркеров убикви-
тин-протеасомной системы в регуляцию этого процесса. Эффекты введения ингибитора 
IP3R2 – APB могут быть связаны с IP3-зависимой регуляцией внутриядерного кальция.
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2-Apb Prevents Atrophic Changes and alters Cellular Signalling During Unloading  
of Rat M. Soleus
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IP3 receptors are found in significant quantities in muscle fibers in the sarcoplasmic 
reticulum, nucleus and mitochondria. We hypothesized that activation of IP3 receptors 
(IP3Rs) during muscle unloading may induce a weak calcium release signal, both cytosolic 
and nucleoplasmic, that promotes (possibly with other signaling cascades) the activation of 
transcription factors, leading to the expression or repression of genes involved in muscle 
phenotype. This hypothesis was tested by blocking IP3R during unloading of rat muscles 
by administering 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate). Wistar rats were administered 
intraperitoneally at a dose of 10 mg/mg in 5 % DMSO daily. We found that the IP3R 
state influences the development of atrophic processes in the postural m. soleus during 
unloading. Administration of the IP3R blocker 2-APB to animals successfully prevented a 
decrease in m. soleus cross-sectional area (CSA) of both fast and slow muscle fibers. The 
slowdown in CSA decrease upon administration IP3R inhibitor during 7 days m. soleus 
unloading is associated with the prevention of a decrease in ribosomal biogenesis and an 
increase in the expression of autophagy markers ULK-1 and IL-6.

Keywords: skeletal muscle, atrophy, IP3-receptors


