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РОЛЬ HDAC КЛАССА IIa В ЭКСПРЕССИИ Е3-ЛИГАЗ ATROGIN-1/MAFbx 
И MuRF1 ПРИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ РАЗГРУЗКЕ МЫШЦ

© 2020 г.   С. П. Беловаa, *, Е. П. Мочаловаa, Т. Л. Немировскаяa

aГосударственный научный центр Российской Федерации – 
Институт медико-биологических проблем РАН, Москва, 123007 Россия

*e-mail: swetbell@mail.ru
Поступила в редакцию 20.04.2019 г.

После доработки 09.07.2019 г.
Принята к публикации 10.07.2019 г.

Изучена роль гистондеацетилаз 4/5 (HDAC4/5) в активации миогенина и Е3-лигаз (MuRF1 и MAFbx)
при функциональной разгрузке m. soleus. С этой целью при вывешивании крыс использовали три-
хостатин A – ингибитор гистондеацетилаз. Крыс Вистар (24 трехмесячных самца) разделяли на три
группы (по восемь в каждой). Одна группа служила контролем (С), вторую (HS) и третью группы
вывешивали в течение 3 дней (крысам группы 3 при вывешивании вводили трихостатин в дозе
0.6 мг/кг массы тела в сутки внутрибрюшинно (HSТ)). Крыс забивали сверхдозой нембутала
(75 мг/кг веса), и m. soleus немедленно замораживали в жидком азоте. В группе HSТ обнаружено су-
щественное снижение содержание белка HDAC4 в ядерной фракции (в отличие от группы HS) и его
увеличение в цитоплазматической (относительно контроля (p < 0.05)). Введение трихостатина А
предотвратило изменение содержания HDAC5 в ядре (относительно группы C), тогда как в группе
HS содержание HDAC5 было существенно снижено (p < 0.05). Таким образом, препарат предотвра-
тил действие функциональной разгрузки на ядерную локализацию HDAC 4/5. Уровень транскрип-
ционного фактора миогенина в группе крыс HST не отличался от значений в контроле, тогда в груп-
пе HS значительно его превышал (p < 0.05). Экспрессия мРНК Е3-лигазы atrogin-1/MAFbx у крыс
HST была такой же, как в контроле, и существенно возрастала в группе HS (p < 0.05). Экспрессия
мРНК Е3-лигазы MuRF1 в обеих вывешенных группах была повышена по сравнению с контролем
(вне зависимости от введения препарата). Вывод: HDAC4/5 регулируют экспрессию миогенина и
экспрессию Е3-лигазы atrogin-1/MAFbx. Ингибирование HDAC4/5 не влияет на регуляцию экс-
прессии Е3-лигазы MuRF1.
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ВВЕДЕНИЕ
В работе изучена роль гистондеацетилаз 4/5

(HDAC4/5) в активировании транскрипционного
фактора миогенина и экспрессии Е3-лигаз (atro-
gin-1/MAFbx и MuRF1) на ранних сроках функ-
циональной разгрузки m. soleus у крыс. Экспрес-
сия ключевых E3-убиквитинлигаз определяет ин-
тенсивность работы убиквитин-протеасомного
пути и, следовательно, развитие атрофии скелет-
ных мышц [1]. Наиболее часто исследовали
участие фосфорилирования/дефосфорилирова-
ния транскрипционнного фактора FOXO в регу-
ляции экспрессии генов Е3-убиквитинлигаз при
разгрузке мышц. Обычно при этом анализируют
сигнальный путь Akt/mTOR/p70S6k, при супрес-
сии которого во время разгрузки фактор FOXO
может дефосфорилироваться, проникать в ядро и
запускать экспрессию Е3-лигаз [2, 3]. Однако мы
нередко сталкивались со случаями, когда экс-

прессия Е3-лигаз была высокой и не соответство-
вала при этом активности сигнального пути
Akt-FOXO [4, 5], что указывало на возможное
участие других механизмов, активирующих рабо-
ту генов Е3-лигаз в мышце. В последнее время
стали появляться работы, в которых исследова-
ли возможность взаимодействия гистондеаце-
тилаз (HDAC) с различными транскрипционны-
ми факторами [6–8]. В дополнение к регуляции
транскрипции генов посредством ацетилирова-
ния гистонов, гистонацетилтрансферазы (HAT) и
HDAC влияют на экспрессию генов путем изме-
нения статуса ацетилирования и функции тран-
скрипционных факторов. Мы проверили воз-
можность участия HDAC4/5 в активации экс-
прессии Е3-лигаз при функциональной разгрузке
m. soleus. С этой целью крысам при вывешивании
в течение 3 суток вводили трихостатин А (специ-
фический ингибитор гистондеацетилаз класса IIa).
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Выявление механизмов, инициирующих синтез
основных мышечных E3-лигаз, может суще-
ственно расширить представление о фундамен-
тальных механизмах развития атрофических про-
цессов в мышце, и послужить основой для разра-
ботки подходов к фармакологической коррекции
негативных последствий функциональной раз-
грузки мышц.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Крысы линии Вистар (24 самца массой 180–
200 г) были случайным образом разделены на три
группы по восемь животных в каждой: интактный
контроль (С), трехсуточное вывешивание с введе-
нием плацебо (HS), и трехсуточное вывешивание
(HSТ) с введением ингибитора гистондеацетилаз
класса IIa трихостатина А (в дозе 0.6 мг/кг массы
тела в сутки внутрибрюшинно в течение 3 дней).
Животные других групп получали инъекции физ-
раствора. Аналогичную концентрацию препарата
использовали ранее [9]. Вывешивание задних ко-
нечностей крыс делали по стандартной методике
Ильина–Новикова [10] в модификации Morey-
Holton [11]. Пищу и воду животные получали
ad libitum. Через 3 дня крыс забивали сверхдозой
нембутала (75 мг/кг веса), m. soleus извлекали, не-
медленно замораживали в жидком азоте и храни-
ли при –85°С.

Обработка биоматериала. Электрофорез в по-
лиакриламидном геле (ПААГ) в денатурирующих
условиях (додецилсульфат натрия, SDS) с после-
дующим вестерн-блотингом. Делали срезы каж-
дого образца m. soleus толщиной 20 мкм (10–15 мг)
на микротоме-криостате фирмы Leica. Цитоплаз-
матическую и ядерную фракцию белков выделя-
ли с помощью набора NE-PER Nuclear and Cyto-
plasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific,
США). После центрифугирования часть суперна-
танта отбирали для определения концентрации
общего белка с помощью реактива Брэдфорд
(Bio-Rad Laboratories, США). Пробы для нанесения
разводили в двухкратном буфере для SDS-элек-
трофореза белков по Лэммли (5.4 мМ Tрис-HCl
(pH 6.8), 4% SDS, 20% глицерин, 10% β-меркап-
тоэтанол, 0.02% бромфеноловый синий). Элек-
трофорез проводили в 10% разделяющем ПААГ
(0.2% метилбисакриламид, 0.1% SDS, 375 мМ
трис-HCl (pH 8.8), 0.05% персульфат аммония,
0.1% ТЕМЕД) и в 5% концентрирующем ПААГ
(0.2% метилбисакриламид, 0.1% SDS, 125 мМ
трис-HCl (pH 6.8), 0.05% персульфат аммония,
0.1% ТЕМЕД). Электрофорез проводили в трис-
глициновом буфере (192 мМ трис-глицин (pH 8.6),
0.1% SDS). Образцы каждой группы наносили из
расчета 20 мкг общего белка в каждой пробе на
дорожку и нормировали по уровню GAPDH в той
же пробе. Электрофорез проводили при силе тока

15 мА в мини-системе (“Bio-Rad Laboratories”)
при комнатной температуре.

Вестерн-блотинг. Электроперенос белков про-
водили в буфере (25 мМ трис (pH 8.3), 192 мМ
глицин, 20% метанола, 0.04% SDS) на нитроцел-
люлозную мембрану при 100 В при температуре
4°C в системе mini Trans-Blot (Bio-Rad Laborato-
ries) в течение 2 ч. Электроперенос белков прово-
дили в буфере с 0.08% SDS при 350 мA в течение
1.5 ч. После электропереноса нитроцеллюлозные
мембраны инкубировали в течение 5 мин в 0.3%
растворе Ponceau Red в 5% уксусной кислоте, за-
тем отмывали в фосфатно-солевом буфере (Био-
лот) с 0.1% Tween 20 (PBST) до появления четких
белковых полос на мембране. Этот этап проводи-
ли для контроля эффективности переноса и что-
бы убедиться, в равном количестве общего белка,
внесенного в каждую дорожку. Мембраны блоки-
ровали в растворе 5% сухого молока (Bio-Rad
Laboratories) в PBST (1 ч при комнатной темпера-
туре), затем помещали в раствор первичных анти-
тел на ночь при +4°С.

Белковые полосы выявляли с использованием
первичных антител к pAkt-437 (1 : 1000), Akt
(1 : 1500), HDAC4 (1 : 500) фирмы Cell Signaling
Technology (США), P-FOXO3-253 (1 : 1000),
FOXO3 (1 : 000), миогенину (1 : 500) фирмы Santa
Cruz (США), ламину B (1 : 1000), HDAC5 (1 : 500)
фирмы Abcam (США), GapDH (1 : 10000) фирмы
ABM. Затем мембрану отмывали от первичных
антител в PBST (3 раза по 5 мин на шейкере) и ин-
кубировали в течение 1 ч с вторичными антитела-
ми против иммуноглобулинов кролика (1 : 30000,
Jackson Immuno Research, США) или вторичны-
ми антителами против иммуноглобулинов мыши
(1:18000, Bio-Rad Laboratories, США). Потом
мембрану отмывали от вторичных антител в PBST
(3 раза по 5 мин на шейкере). Белки выявляли с
помощью Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad
Laboratories). Хемилюминесцентный сигнал де-
тектировали с помощью сканера C-DiGit Blot
Scanner (LI-COR, США). Белковые полосы ана-
лизировали с использованием Image Studio Soft-
ware (LI-COR).

Исследование экспрессии генов. Для проведе-
ния ПЦР в реальном времени и оценки количе-
ства мРНК из образцов мышечной ткани крыс
экспериментальных групп выделяли РНК. Для
выделения суммарной РНК из скелетных мышц
использовали методику выделения РНК на мик-
роколонках RNeasy Micro (Qiagen, Германия).
Образцы m. soleus крысы нарезали на микротоме
при толщине срезов 20 мкм. Нарезанную ткань в
количестве 4–6 мг помещали в пробирку с 300 мкл
лизирующего буфера RLT в который добавляли
10 мкл β-меркаптоэтанола. Гомогенат перемеши-
вался в течение 1 мин на Microspin FV-2400 (Bio-
san, Латвия). Затем к гомогенату добавляли 589 мкл
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воды, очищенной от РНКазы, и 11 мкл раствора
протеиназы К (18.7 мг/мл) (Синтол, Россия). Да-
лее раствор инкубировали в течение 15 мин при
55°С, а затем центрифугировали при комнатной
температуре в течение 3 мин при 10000 g. Супер-
натант переносили в новую пробирку с 450 мкл
96–100% этилового спирта, смесь перемешивали
пипетированием. Лизат переносили на колонку в
пробирке и центрифугировали в течение 15 с при
≥ 8000g. Колонку промывали 350 мкл буфера RW1
центрифугированием (15 с при ≥ 8000 g). На ко-
лонку наносили 80 мкл раствора ДНКазы I и вы-
держивали в течение 20 мин. Затем колонку по-
следовательно промывали буферами RW1, RPE,
80% этанолом. Для элюции колонку переносили в
чистую пробирку и наносили 30 мкл воды и цен-
трифугировали (1 мин при 10000 g). Пробирку с
водным раствором РНК немедленно помещали в
лед, а затем хранили в криостате (–85°С).

Определение содержания мРНК. Поглощение
раствора мРНК определяли при помощи спек-
трофотометра UV 2450 (SHIMADZU, Япония).
Снимались показания в диапазоне от 200 до
320 нм. Пробу перед измерением разводили в
21 раз в TE-буфере (10 мМ трис, 1 мМ EDTA,
pH 8.0). Чистоту образцов оценивали по соотно-
шению показателей поглощения при различных
длинах волн.

Конструирование праймеров. Праймеры под-
бирали с помощью программы Primer3 v.0.4.0, на-
ходящейся в свободном доступе (http://frodo.wi.
mit.edu/primer3/).

Используемые в работе праймеры: 5'-
CTACGATGTTGCAGCCAAGA-3' и 5'-GG-
CAGTCGAGAAGTCCAGTC-3' для MAFbx;
5'-GCCAATTTGGTGCTTTTTGT-3' и 5'-
AAATTCAGTCCTCTCCCCGT-3' для MuRF1;
5'-ACGGCAAGTTCAACGGCACA-GTCAA-3'
и 5'-GCTTTCCAGAGGGGC-CATCCACA-3'
для GAPDH; 5'-TCATGAAGTG-TGACGTTGA-
CATCC-3' и 5'-GTAAAA-CGCAGCTCAGTAA-
CAGTC-3' для β-актина; 5'-ACTCCCTTACGTC-
CATCGTG-3' и 5'-CAGGACAGCCCCACTTAAAA-3'
для миогенина.

Все праймеры были синтезированы фирмой
Синтол (Россия).

Обратная транскрипция. Для проведения об-
ратной транскрипции использовали реагенты
фирмы Синтол. Для подготовки кДНК водный
раствор, содержащий 1 мкг суммарной РНК,
30 мкМ случайных гексануклеотидов и 17.4 мкМ
олиго-d(T)15, инкубировали в течение 3 мин при
70°С и немедленно переносили на лед. Далее к
смеси добавляли 11.5 мкл мастер-микса (1.3 мМ
dNTP, 0.02 ед./мкл ингибитора РНКазы, 6 ед./мкл
M-MLV-ревертазы, 4 мкл 5× буфера для M-MLV-
ревертазы, Синтол). После этого пробы помеща-
ли 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, со-
держащие кДНК, хранили при –25°С.

ПЦР в реальном времени. Для проведения ПЦР
в реальном времени смешивали 2 мкл кДНК,
2 мкл смеси праймеров с концентрацией каждого
10 мкМ и 21 мкл мастер-микса (0.3 мМ dNTP,
3 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10× ПЦР-буфера Б (pH 8.8),
0.06 ед./мкл Taq-ДНК-полимеразы, Синтол). Ре-
акцию проводили по протоколу: 95°С – 3 мин;
40 циклов: 95°С – 15 с, 60°С – 15 с, 72°С – 20 с, за-
тем 65°С –5 с и 15°С – 10 мин.

Анализ и статистическая обработка данных.
Белковые полосы анализировали с использова-
нием Image Studio Software (LI-COR). Хемилюми-
несцентный сигнал полосы контрольной группы
на мембране принимали за 100%, а сигнал полос
других групп сравнивали с сигналом полос кон-
трольной группы, расположенных на одной и той
же мембране.

Данные, полученные с помощью ПЦР в реаль-
ном времени, анализировали с использованием
метода 2–ΔΔСt (метод Ливака). В качестве рефе-
ренсных использовали гены GAPDH и β-актина,
экспрессия которых постоянна в m. soleus в усло-
виях эксперимента.

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программ REST 2009 v.2.0.12 и Ope-
nOffice.org Calc, находящихся в свободном досту-
пе. REST 2009 v.2.0.12 позволяет анализировать
данные по нескольким референсным генам, что
снижает вероятность ошибки. Статистическую
значимость отличий между группами определяли
с помощью U-критерия Манна-Уитни. U-крите-
рий был выбран, поскольку количество повторов
в выборках не превышало 10. В тексте и на гисто-
граммах результаты анализа экспрессии генов
представлены в виде медианы и интерквартиль-
ной широты, результаты анализа относительного
содержания белков с помощью вестерн-блотинга
представлены в виде среднего и ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мы впервые исследовали работу HDAC4/5 на

ранних сроках функциональной разгрузки мышц
и, в частности, их роль в активации экспрессии
Е3-лигаз. Известно, что существенная экспрес-
сия Е3-лигаз наблюдается уже на первые сутки
разгрузки мышц, и к третьим суткам достигает
своего пика [12]. Известно, что животные с нока-
утом генов atrogin-1/MAFbx и MuRF1 устойчивы
к снижению мышечной массы [13] Экспрессия
этих Е3-лигаз может регулироваться нескольки-
ми путями. Ранее мы исследовали работу сиг-
нального каскада PI3K/Akt, который регулирует
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фосфорилирование транскрипционного фактора
FOXO3, контролирующего экспрессию этих Е3-
лигаз. Неизвестно, может ли сигнальный каскад
HDAC4/5 контролировать их экспрессию, на-
пример, через активацию транскрипционного
фактора миогенина при функциональной раз-
грузке мышц или через ацетилирование сайтов
FOXO3 [14]. Мы исследовали такую возможность.

Обнаружено, что в группе животных с введе-
нием трихостатина уровень HDAC4/5 достоверно
отличался от уровня у животных, вывешенных
без ингибитора HDAC (рис. 1, 2). Это показывает,
что действие ингибитора на обе HDAC было спе-
цифическим. Известно, что трихостатин А несколь-
ко сильнее ингибирует HDAC4, чем HDAC5 [15].

Ранее Yoshihara и соавт. (2016) обнаружили
увеличение уровня HDAC4 в цитоплазматиче-
ской и ядерной фракциях мышцы при 10-днев-

ной иммобилизации конечности крысы [16]. Эти
данные согласуются с результатами, полученны-
ми в нашем эксперименте, так как в цитоплазма-
тической фракции обеих вывешенных групп (HS
и HST) содержание HDAC4 также было суще-
ственно выше, чем в контрольной группе (рис. 1б).
В ядерной фракции уровень HDAC4 в группы HS
лишь незначительно превышал контрольный, то-
гда как введение трихостатина А резко снизило
содержание HDAC4 в ядре (p < 0.05, рис. 1a). Ра-
нее было показано, что сумоилирование HDAC4
может быть связано с его ядерным импортом [17].
Постулируется, что кальций/кальмодулин-зави-
симая протеинкиназа (CaMK), которые индуци-
руют ядерный экспорт, предотвращают модифи-
кацию SUMO-1 HDAC4 [17]. Кроме того, моди-
фикация зависит от интактного сигнала ядерной
локализации и катализируется белком RanBP2
комплекса ядерных пор (NPC), фактором, недав-

Рис. 1. Изменение относительного содержания HDAC4 в ядре (а) и цитоплазме (б) при введении трихостатина на фоне
3-суточной функциональной разгрузки m. soleus крысы. С – контроль, HS – вывешивание, HST – вывешивание с вве-
дением трихостатина. * – Статистически значимое отличие от контроля, p < 0.01, # – Статистически значимое отличие
от вывешивания, p < 0.01.
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Рис. 2. Изменение относительного содержания HDAC5 в ядре при введении трихостатина на фоне 3-суточной функ-
циональной разгрузки m. soleus крысы. С – контроль, HS – вывешивание, HST – вывешивание с введением трихоста-
тина. * – Статистически значимое отличие от контроля, p < 0.01.

140

20

0

100

60

120

80

40

H
D

A
C

5 
в 

яд
ер

но
й 

ф
ра

кц
ии

,
%

 о
т 

ко
нт

ро
ля

C HS HST

HDAC 5
Ламин В

120 кДа
68 кДа

*



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 1  2020

РОЛЬ HDAC КЛАССА IIa В ЭКСПРЕССИИ Е3-ЛИГАЗ 65

но идентифицированным как лигаза SUMO E3.
Обнаружено, что сумоилирование HDAC4 про-
исходит в NPC и сопряжено с ее ядерным импор-
том. Отмечается, что SUMO-зависимую модифи-
кацию HDAC4 и ее значение in vivo только пред-
стоит исследовать [17]. Введение трихостатина А
предотвратило изменение содержания HDAC5 в
ядре (относительно контрольной группы C), то-
гда как у крыс группы HS ее содержание было су-
щественно снижено ((p < 0.05), рис. 2). Du Bois P.
и соавт. показали [7], что PKD1 создает в HDAC5
мотивы распознавания фосфо-14-3-3, которые
рекрутируют белки 14-3-3, что в конечном итоге
приводит к ядерному экспорту HDAC5 и актива-
ции экспрессии MuRF1. Возможно, что в нашем
случае мог быть задействован механизм транс-
порта HDAC5, описанный ранее [17]. Итак, мы
видим, что ингибирование HDAC4/5 трихоста-
тином А по-разному влияет на содержание
HDAC4/5 в ядерной фракции по сравнению с со-
держанием в m. soleus животных, вывешенных без
препарата. Возможные механизмы ядерного экс-
порта и импорта этих HDAC приведены выше,
однако триггерные механизмы, регулирующие
эти изменения при функциональной разгрузке,
до сих пор неизвестны. Регуляция структуры хро-
матина N-концевым ацетилированием гистонов –
ключевой механизм контроля генной экспрес-
сии. Ранее было показано, что HDAC, которые
служат для возврата хроматина в его конденсиро-
ванное состояние, играют критическую роль в ре-
прессии транскрипции [18–20]. Детальные меха-
низмы активации HDAC4/5 экспрессии Е3-лигаз
предстоит только исследовать, но Moresi и соавт.
(2010) обнаружили, что в скелетных мышцах мы-
шей, лишенных HDAC4/5, резко снижена экс-
прессия MuRF1 и atrogin-1/MAFbx [21]. Интерес-
но, что в нашем эксперименте уровень мРНК
Е3-лигаз (MuRF1 и atrogin-1/MAFbx) в группе
HS был существенно выше, чем в контрольной
группе (рис. 3). Однако содержание транскриптов
atrogin-1/MAFbx в группе HST, не отличалось су-
щественно от контрольного уровня (рис. 3б), то-
гда как содержание MuRF1 в m. soleus крыс этой
группы было существенно увеличено, как и в
группе HS (p < 0.05). Итак, ингибирование
HDAC4 и 5 в m. soleus in vivo в группах с вывеши-
ванием привело к отсутствию повышения экс-
прессии только atrogin-1/MAFbx, но не MuRF1.
Ранее показано, что сигнальный путь HDAC4-
миогенин может участвовать в увеличении экс-
прессии Е3-лигаз MuRF1 и atrogin-1/MAFbx при
денервации мышц животных с различными ген-
ными модификациями [21–23]. Мы впервые об-
наружили, что при трехдневной разгрузке m. soleus
ингибирование HDAC4/5 играет существенную
роль в регуляции экспрессии Е3-лигазы atrogin-1/
MAFbx, но не MuRF1. Однако результаты опреде-
ления экспрессии Е3-лигаз при денервации жи-

вотных с генной модификацией и при вывешива-
нии несколько различаются. Показано, что при
денервации HDAC4/5 контролируют экспрессию
обеих Е3-лигаз, тогда как при вывешивании в
большей степени – atrogin-1/MAFbx. Миогенин –
мышечно-специфический транскрипционный
фактор, вовлеченный в координацию множества
функций. Повышение экспрессии миогенина на-
блюдается и при длительной иммобилизации ко-
нечности [16]. Moresi и соавт. обнаружили, что у
мышей, лишенных HDAC4/5, экспрессия миоге-
нина не повышается при денервации m. soleus
[21]. В свою очередь, у мышей с нокаутом гена
MuRF1 экспрессия HDAC4 и миогенина снижа-
лась при денервации мышцы [23]. С этими ре-
зультатами согласуется полученное нами суще-
ственное повышение уровня миогенина только в
группе животных в вывешиванием без ингибито-
ра (HS, рис. 4). Ранее показали, что миогенин
способен прямо взаимодействовать с промотора-
ми генов MuRF1 и atrogin-1/MAFbx и индуциро-
вать экспрессию их генов [21, 22]. Однако в
группе животных, которым вводили ингибитор
HDAC4/5, уровень миогенина был таким же,
как в контрольной группе (p < 0.05), а экспрессия
Е3-лигазы MuRF1 в ней была высокой. Можно
заключить, что ингибирование HDAC4/5 влияет
на экспрессию миогенина у крыс при вывешива-
нии, и миогенин, по-видимому, контролирует
экспрессию atrogin-1/MAFbx. Можно предполо-
жить, что в нашем случае миогенин, вероятно,
не играет заметной роли в контроле экспрессии
гена MuRF1 (рис. 3а, 4). В работе [23] обращает-
ся внимание на то, что экспрессия MuRF1 может
регулироваться несколькими сигнальными пу-
тями, а не только HDAC4/5-миогенин. Например,
PI3K/Akt/mTORC1/FOXO. Сообщается также, что
транскрипционный фактор FOXO3 может взаи-
модействовать как с промотором гена atrogin-1/
MAFbx [24–26], так и с промотором гена MuRF1
[26] и активировать их экспрессию. Опубликова-
на схема, показывающая как с помощью HDAC
класса IIa возможно осуществлять деацетилиро-
вание и активацию FOXO [27]. Для проверки воз-
можного влияния FOXO3a на экспрессию Е3-ли-
газ мы определили также уровень его фосфорили-
рования, и обнаружили существенное его снижение
только в группе HS относительно контроля (–42%,
p < 0.05), но не в группе HST (–14%). Итак, мы
видим, что HDAC4/5 контролируют уровень мио-
генина и P-FOXO3a у крыс, подвергнутых трех-
дневной разгрузке. В свою очередь, контролиро-
вать экспрессию atrogin-1/MAFbx при трехднев-
ной разгрузке могли как миогенин, так и
FOXO3a. Идентификация транскрипционных
факторов, способствующих увеличению экспрес-
сии MuRF1 в группе HST, требует дальнейшего
исследования. Известно, что ингибирование Akt
способствует проникновению FOXO в ядро, сти-
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муляции экспрессии MuRF1 и развитию атрофии
мышц [28]. Фосфорилирование FOXO3a мешает
этому процессу [2, 3]. Уровень pAkt у крыс обеих
групп с вывешиванием был статистически значимо
ниже, чем в контроле (на 69% в группе HS и 65% в
HST, p <0.05), что в нашем случае свидетельствует
о регуляции фосфорилирования FOXO3a несиг-
нальным каскадом PI3K/Akt/mTORC1. Известна
также возможность прямого фосфорилирования
FOXO3 с помощью AMPK [29]. Вероятно, экс-
прессию двух основных Е3-лигаз запускают тран-
скрипционные факторы, активируемые разными
сигнальными каскадами.

Таким образом, в работе показано, что инги-
бирование HDAC4/5 предотвращает увеличение
экспрессии миогенина и atrogin-1/MAFbx, а так-
же снижение фосфорилирования FOXO3a, кото-
рые происходят при трехдневной функциональ-
ной разгрузке мышц. Ингибирование HDAC4/5

не влияет на регуляцию экспрессии Е3-лигазы
MuRF1.

Работа выполнена на средства РНФ № 18-15-
00062.
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The Role of the Class IIa HDACs in the Expression of E3 Ligases MuRF1 and MAFbx 
in Rat Soleus at the Early Stage of Muscle Unloading

S. P. Belova1, *, E. P. Mochalova1, T. L. Nemirovskaya1

1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
*e-mail: swetbell@mail.ru

Muscle unloading leads to its atrophy. The expression of E3 ligases (MuRF1 and MAFbx) increases under
these conditions. We hypothesized that HDAC 4 and 5 may regulate the E3-ligase expression in the early
stages of muscle unloading and that myogenin may be involved in this process. To check this hypothesis, we
administered trichostatin A (inhibitor of HDAC4/5) to male Wistar rats (180–200 g) upon 3-day suspension
of the hindlimb. Twenty four animals were divided into 3 groups (n = 8 in each): C, control; HST, hindlimb
suspension with Trichostatin A (i.p., 0.6 mg/kg); HS, hindlimb suspension with placebo administration. The
content of the HDAC4 protein in soleus of group HST was decreased in the nuclear fraction as compared to
groups HS and C (by 88 ± 6% and 86 ± 7%, respectively) and increased in the cytoplasmic fraction in both
suspended groups HST and HS (by 33 ± 10% and 21 ± 9%, respectively, vs. group C (p < 0.05). In contrast,
the nuclear content of protein HDAC5 in soleus of the HST group did not differ from that of group C, while
in group HS this parameter was significantly reduced (by 41 ± 10%, p < 0.05). The myogenin content in the
HST group did not differ from that of the C group, while its amount in the HS group was significantly higher
(by 30 ± 6% vs. C, p < 0.05). As for the E3-ligases mRNA expression, MAFbx level in the HST group did not
differ from that of control, while in the HS group it increased 2.5-fold (from 1.75- to 3.5-fold, p < 0.05).
MuRF1 mRNA expression was equally elevated in both suspended groups, HS and HST, relative to the con-
trol (p < 0.05). The results suggest that HDAC 4/5 regulates the expression of myogenin and controls the atro-
gin-1 expression during a 3-day of unloading. The inhibition of HDAC 4 and 5 does not affect the regulation
of the expression of E3 ligase MuRF1.

Keywords: ubiquitin ligases, disuse atrophy, HDAC4, HDAC5, Trichostatin A
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