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В условиях гравитационной разгрузки наблюдается сдвиг миозинового фенотипа мышц в быструю
сторону. Причиной таких изменений является снижение экспрессии гена, кодирующего тяжелые
цепи миозина (MyHC) медленного типа, и увеличение экспрессии генов, кодирующих MyHC быст-
рых типов. Известно, что такие сигнальные каскады, как кальцинейрин/NFAT и HDAC4/MEF-2D
способны регулировать экспрессию гена MyHC I. В литературе практически отсутствуют данные о
содержании транскрипционных факторов NFATc1 и MEF-2D, участвующих в регуляции экспрес-
сии гена MyHC I, а также гистондеацетилазы HDAC4 и MAP-киназы ERK2 в камбаловидной мыш-
це крыс при действии гравитационной разгрузки. Цель данного исследования заключалась в изуче-
нии вклада различных механизмов контроля экспрессии MyHC I типа на каждом этапе гравитаци-
онной разгрузки. Было обнаружено достоверное снижение уровня белков MEF-2D и ERK2 на 3
и 7 сут разгрузки, снижение NFATc1 на 1 и 7 сут в ядерной фракции. Однако содержание NFATc1,
HDAC4, MEF-2D и ERK2 в ядерной фракции после 14 сут гравитационной разгрузки соответствует
контрольному уровню. На основании этих данных можно сделать вывод, что содержание тран-
скрипционных регуляторов в мышечных ядрах на поздней стадии гравитационной разгрузки не яв-
ляется лимитирующим фактором для поддержания их транскрипционной активности.
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ВВЕДЕНИЕ

Для скелетных мышц, как на уровне целого
органа, так и для отдельных волокон, ключевой
характеристикой является миозиновый фенотип,
т.е. соотношение экспрессируемых быстрых и
медленных изоформ тяжелых цепей миозина
(MyHC). Миозиновый фенотип определяет ос-
новные функциональные, прежде всего, сократи-
тельные характеристики данного волокна и це-
лой мышцы. При действии гравитационной раз-
грузки наблюдается уменьшение доли волокон,
экспрессирующих “медленную” изоформу тяже-
лых цепей миозина (MyHC I типа), и увеличение
доли волокон, экспрессирующих “быстрые” изо-
формы, т.е. сдвиг миозинового фенотипа в быст-
рую сторону [1, 2]. Многочисленные исследова-
ния свидетельствуют о том, что в регуляции экс-

прессии MyHC I типа принимают участие как
минимум два сигнальных пути: кальциней-
рин/NFATc1 и MEF-2D/HDAC4, оба эти пути
взаимодействуют с транскрипционным факто-
ром MEF-2D (рис. 1) [3]. Кальцинейрин является
серин-треониновой фосфатазой. При взаимодей-
ствии с комплексом кальций-кальмодулин он ак-
тивируется и дефосфорилирует NFATс1 (ядер-
ный фактор активированных Т-клеток), который
получает возможность проникновения в мио-
ядра [4]. В ядре NFATс1 непосредственно взаи-
модействует с MEF-2D и p300, транскрипцион-
ными факторами, специфически связывающими
промотор гена медленной MyHC [5]. Таким обра-
зом запускается интенсивная транскрипция гена
“медленной” MyHC. Известно, что NFATc1
крайне важен для кальций-зависимой активации
экспрессии MyHC I типа во время трансформа-
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ции миозинового фенотипа. Недавно было пока-
зано, что митоген-активируемая киназа ERK1/2
активирует экспрессию MyHC I типа через ядер-
ный NFATc1 [6]. Интересно что, ERK1/2 не влия-
ет на субклеточную локализацию NFATc1, но
оказывает активирующее влияние на промотор-
ную активность MyHC I типа через ядерный
NFATc1. ERK1/2 может фосфорилировать тран-
скрипционный фактор p300, тем самым увеличи-
вая связывание NFATc1 с ДНК в промоторе гена
MyHC I типа. Активация промотора MyHC I типа
с помощью p300 реализуется через ацетилирова-
ние двух консервативных сайтов в молекуле
NFATc1, которые влияют на связывание с ДНК и
стимуляцию транскрипции.

Транскрипционный фактор MEF-2 (фактор
энхансер миоцитов 2) принадлежит к семейству
транскрипционных факторов MADS-box и имеет
четыре изоформы: A, B, C и D. Дефосфорилиро-
вание MEF-2A и -2D кальцинейрином было опи-
сано в исследованиях in vivo [7, 8]. Гистондеаце-
тилаза 4 (HDAC4) подавляет экспрессию мышеч-
ных генов посредством прямого связывания и
ингибирования активности MEF2. Гистондеаце-
тилазы подразделяют на три основных класса:
I, II и III. Известно, что HDAC класса IIa
(HDAC4, 5, 7 и 9) в основном осуществляют регу-
ляцию генов скелетных и сердечной мышц. В не-
активном состоянии HDAC класса IIa дефосфо-
рилированы и локализованы в ядрах, где взаимо-
действуют с различными транскрипционными
факторами и подавляют экспрессию генов. Фос-
форилирование HDAC приводит к их переходу из
ядра в цитоплазму и к активации экспрессии ге-
нов. Фосфорилирование гистондеацетилаз клас-
са IIa осуществляют CaMKII, РКD и AMPK [9].

В миоядрах HDAC4 деацетилирует не только ги-
стон Н3, но и транскрипционный фактор MEF-2D,
взаимодействующий с промотором гена myh7 (т.е.
гена MyHC I типа) [10]. Это приводит к сниже-
нию как общей транскрипционной активности
генома, так и экспрессии MyHC I типа. В настоя-
щее время мало известно о молекулярных меха-
низмах трансформации миозинового фенотипа в
быструю сторону при гравитационной разгрузке.
Цель нашего эксперимента заключалась в ис-
следовании динамики ядерного содержания
NFATc1, MEF-2D, гистондеацетилазы HDAC4 и
MAP-киназы ERK2 с целью определения относи-
тельного вклада различных механизмов контроля
экспрессии MyHC I типа на каждом этапе грави-
тационной разгрузки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве модели гравитационной разгрузки
было проведено 1-, 3-, 7- и 14-суточное антиорто-
статическое вывешивание задних конечностей
крыс по методике Ильина–Новикова в модифи-
кации Морри-Холтон [11]. Для проведения этого
эксперимента крысы линии Вистар (56 самцов
массой 180–200 г) были случайным образом рас-
пределены на восемь групп по восемь животных в
каждой: вывешивание в течение 24 ч (Hs), 3-су-
точное вывешивание (3Hs), 7-суточное вывеши-
вание (7Hs), 14-суточное вывешивание (14Hs).
Каждой вывешенной группе соответствовала
группа виварного контроля (С, четыре группы по
восемь животных в каждой); животных из кон-
трольных групп и из соответствующих им выве-
шенных групп эвтанизировали в тот же день. По-
сле проведения эксперимента у каждого живот-

Рис. 1. Схема функционирования сигнальных путей кальцинейрин/NFATc1 и MEF-2D/HDAC4.
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ного под авеpтиновым наркозом из обеих ног
была выделена камбаловидная мышца m. soleus
и заморожена в жидком азоте, после чего живот-
ные были эвтаназированы сверхдозой авертина.
Все процедуры с животными были одобрены
Комиссией по биомедицинской этике ГНЦ PФ–
ИМБП PАН.

Содержание фосфорилированной (Y204) и то-
тальной ERK2, NFATc1, HDAC4 и MEF2-D опре-
деляли с использованием гель-электpофоpеза и
иммуноблотинга. Для этого выделяли белок из
мышечной ткани m. soleus крысы с помощью на-
бора реагентов для выделения ядерной и цито-
плазматической фракции белков NE-PER Nucle-
ar and Cytoplasmic Extraction (Thermo Scientific,
CША). Электрофорез проводили в 10% разделяю-
щем полиакриламидном геле (ПААГ). Использо-
вали трис-глициновый буфер (192 мМ Tris-гли-
цин (pH 8.6), 0.1% додецилсульфата Na (SDS)).
Электроперенос белков проводили в буфере
(25 мМ Tris (pH 8.3), 192 мМ глицин, 20% этанол,
0.02% SDS) на нитроцеллюлозную мембрану при
100 В при температуре 4°C в системе mini Trans-
Blot (Bio-Rad Laboratories) в течение 120 мин. Да-
лее нитроцеллюлозные мембраны блокировали в
растворе 5% сухого молока (Bio-Rad Laboratories)
в PBST (PBS + 0.1% Tween 20) в течение 1 ч при
комнатной температуре. После чего инкубирова-
ли с первичными антителами в течение 12 ч. Да-
лее мембрану отмывали от первичных антител в
PBST (3 раза по 5 мин). Инкубацию с вторичны-
ми антителами проводили в течение 1 ч. Для
определения белковых полос использовали пер-
вичные поликлональные антитела против фос-
фо-ERK2 (Y204) в разведении 1 : 500 (Cell Signal-
ing, CША, #9102), против тотальной HDAC4 в
разведении 1 : 500 (Cell Signaling, CША, #2072);
против тотальной MEF-2D в разведении 1 : 1000
(Abcam, США, #32845), против NFATc1 в разве-
дении 1 : 1000 (Abcam, ab2796, США), против
Lamin B1 в разведении 1 : 500 (Abcam, США,
#16048), вторичные антитела goat-anti-rabbit в
разведении 1 : 30000 (Jackson Immuno Research,
США). Оптическая плотность полос белка была
нормирована по pефеpенcному белку Lamin B1.
Белковые полосы анализировали с использова-
нием C-DiGit Blot Scanner (LI–COR Biotechnolo-
gy, США). Фосфорилированные формы белков
определяли, нормируя на тотальное содержание
белков, оцененное на той же мембране, что и це-
левой белок после проведения стриппирования с
использованием restore western blot stripping buffer
(Thermo Scientific, CША). Для определения коли-
чества каждого анализируемого белка вестерн-
блотинг был повторен не менее 3 раз.

Для определения статистической значимости
результатов использовали непаpаметpичеcкий

кpитеpий Манна–Уитни. Результаты приведены
в процентах от медианы контрольной группы в
виде максимума, минимума, медианы и ин-
теpкваpтильной широты (0.25–0.75).

РЕЗУЛЬТАТЫ
После первых суток вывешивания мы обнару-

жили достоверное снижение содержания в ядерной
фракции транскрипционного фактора NFATc1 на
49% относительно группы контроля, однако на
3-и сут содержание NFATc1 составляло 71% от
группы контроля и не имело достоверных отли-
чий от контроля (рис. 2). После 7 сут гравитаци-
онной разгрузки содержание NFATc1 в ядерной
фракции было достоверно снижено на 53% отно-
сительно контрольной группы (рис. 2). После
14 сут вывешивания содержание NFATc1 в ядер-
ной фракции не отличалось от контроля (рис. 2).
В результате 1-суточного вывешивания наблю-
далось достоверное увеличение содержания
HDAC4 на 243% в ядерной фракции белков отно-
сительно контрольной группы (рис. 3), однако
после 3-, 7- и 14-суточного вывешиваний досто-
верных изменений не обнаружено (рис. 3). После
1-суточного вывешивания содержание MEF-2D в
ядерной фракции было снижено на 20% в сравне-
нии с контролем, однако эти отличия не были до-
стоверными. После 3-суточного вывешивания
выявлено достоверное снижение содержания
МEF-2D на 60% в ядерной фракции по сравне-
нию с группой контроля (рис. 4). После 7-суточ-
ного вывешивания обнаружено достоверное сни-
жение содержания МEF-2D на 69% в ядерной
фракции относительно группы контроля (рис. 4).
После 14 сут вывешивания содержание MEF-2D
в ядерной фракции не отличалось от контроля
(рис. 4). После 3-суточного вывешивания выяв-
лено достоверное снижение содержания фосфо-
ERK 2 на 96% в ядерной фракции по сравнению с
группой контроля (рис. 5). После 7-суточного вы-
вешивания обнаружено достоверное снижение
содержания фосфо-ERK 2 на 72% в ядерной
фракции относительно группы контроля (рис. 5).
После 1 и 14 сут вывешивания в содержании фос-
фо-ERK2 в ядерной фракции достоверных отли-
чий не обнаружено (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
Механизмы сдвига миозинового фенотипа в

быструю сторону остаются в значительной степе-
ни неизученными, но за последние годы нашему
коллективу удалось несколько продвинуться в
понимании физиологической регуляции экс-
прессии мРНК медленной и быстрых изоформ
MyHC крысы при использовании стандартной
модели антиортостатического вывешивания жи-
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вотного. Было показано, что уже на 1 сут гравита-
ционной разгрузки наблюдается снижение экс-
прессии мРНК медленной изоформы тяжелых
цепей миозина в камбаловидной мышце крыс [12].
Также нами было выявлено значимое снижение
содержания мРНК MyHC I типа на 7 сут вывеши-
вания, некоторая тенденция к снижению на 3 сут

и существенное снижение содержания мРНК
MyHC I типа на 14-е сут вывешивания в камбало-
видной мышце крыс [13, 14].

Уже после первых суток вывешивания мы об-
наружили достоверное снижение содержания в
ядерной фракции транскрипционного фактора
NFATc1 относительно группы контроля (рис. 4).

Рис. 2. Динамика содержания NFATc1 в ядерной фракции белков m. soleus крысы в условиях моделируемой гравита-
ционной разгрузки. Здесь и на рис. 3, 4, 5 С – контроль, 1Hs – вывешивание 1-е сут, 3Hs – вывешивание 3 сут, 7Hs –
вывешивание 7 сут, 14Hs – вывешивание 14 сут. * – достоверные отличия от группы “Контроль” (р < 0.05).
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Мы предполагаем, что этот феномен может быть
связан со снижением уровня фосфорилирования
и соответствующей активацией GSK-3β, актив-
ность которой приводит к фосфорилированию
NFAT и его удалению из ядра [15]. Известно, что
транспорт NFATc1 в мышечные ядра является
кальций-зависимым, и после второго дня грави-
тационной разгрузки в миоплазме камбаловидной

мышцы повышается концентрация кальция [16].
Мы предполагаем, что повышение содержания
NFATc1 в ядерной фракции после 3 сут вывеши-
вания может быть обусловлено кальций-зависимой
реактивацией системы кальцинейрин/NFATc1,
при этом к 7 сут вывешивания данный эффект
подавляется из-за роста экспрессии эндогенного
ингибитора кальцинейрина кальсарцина-2 при

Рис. 4. Динамика содержания MEF-2D в ядерной фракции белков m. soleus крысы в условиях моделируемой гравита-
ционной разгрузки.
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мой гравитационной разгрузки.
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сохраняющейся повышенной активности GSK-3β
[15]. Данные о снижении содержания NFATc1 по-
сле 7 сут вывешивания согласуются с ранее полу-
ченными в нашей лаборатории данными [17].
Данные по отсутствию снижения NFATc1 в ядер-
ной фракции после 14 сут вывешивания согласу-
ются с данными, ранее полученными в 2002 [18] и
2016 годах [19]. Причины повышения содержания
NFATc1 в мышечных ядрах к 14-м сут вывешива-
ния пока не очень ясны. Возможно, некоторую
роль в этом процессе играет возвращение уровня
фосфорилирования GSK-3β к уровню контроля
на данном сроке вывешивания [15, 20, 21].

Второй, эпигеномный, механизм, контроли-
рующий экспрессию MyHC I типа, реализуется
через ядерную транслокацию HDAC4 и ингиби-
рующее деацетилирование MEF-2D [22]. После
1 сут вывешивания мы обнаружили, что содержа-
ние HDAC4 в ядерной фракции камбаловидной
мышцы крыс достоверно и значительно увеличи-
лось относительно контроля, однако после 3, 7 и
14 сут вывешивания содержание HDAC4 в ядер-
ной фракции не отличалось от контроля (рис. 2).
Ранее было показано, что в медленном типе мы-
шечных волокон HDAC4 преимущественно лока-
лизуется в цитоплазме, а в быстром типе волокон –
в мышечных ядрах [23]. Мы предполагаем, что
накопление HDAC4 в ядерной фракции позволя-
ет деацетилировать гистон H3 и транскрипцион-
ный фактор MEF2D, контролирующий промо-
торную активность гена myh7. В результате сни-
жается экспрессия мРНК MyHC I типа. Ранее в
нашей лаборатории было показано, что накопле-
ние HDAC4 в миоядрах, обусловленное дефосфо-
рилированием AMP-активируемой протеинки-
назы (AMPK), сопровождается снижением ин-
тенсивности экспрессии гена myh7 [24, 25]. Эти
данные хорошо согласуются с результатами экс-
перимента зарубежных коллег, где было показа-
но, что один из возможных механизмов воздей-
ствия AMPK на экспрессию генов медленного
миозина и ферментов окислительного метабо-
лизма связывают с фосфорилированием/дефос-
форилированием гистондеацетилазы 4 [26]. Мы
предполагаем, что локализация MEF-2D в мио-
ядрах в норме может обеспечиваться активно-
стью кальцинейрина, так как показана кальци-
нейрин-зависимая транслокация в ядро близкого
гомолога MEF-2D, MEF-2C [27]. В настоящем
исследовании после 3 сут вывешивания содержа-
ние MEF-2D в ядерной фракции достоверно сни-
зилось и после 7 сут вывешивания оставалось
сниженным в сравнении с контролем (рис. 3).
Обращает на себя внимание тот факт, что содер-
жание MEF-2D в миоядрах снижается после 3 сут
разгрузки, когда ядерное содержание HDAC4 по-
вышается до уровня контроля. Сейчас мы не мо-

жем судить о причинах экспорта MEF-2D из
ядерного пространства, однако этот феномен,
очевидно, может сказываться на интенсивности
транскрипции гена myh7.

Meissner и соавт. [6] в 2011 году обнаружили,
что фосфорилированные молекулы митоген-ак-
тивируемой протеинкиназы ERK1/2 транслоци-
руются в ядерное пространство и фосфорилиру-
ют гистоацетилтрансферазу p300, ассоциирован-
ную с промотором гена myh7. Следствием этого
взаимодействия является ацетилирование NFATc1,
активирующее транскрипцию этого гена [6].

По нашим данным, после 3 сут вывешивания
фосфорилированный ЕRK2 почти не обнаружи-
вался в ядерной фракции. После 7 сут воздей-
ствия его содержание в ядерном пространстве
оставалось значительно ниже контрольного уров-
ня. Не исключено, что снижение ядерного содер-
жания ERK1/2 является еще одним механизмом,
ингибирующим экспрессию медленной изофор-
мы MyHC в условиях разгрузки.

Обращает на себя внимание тот факт, что со-
держание NFATc1, HDAC4, MEF-2D и ERK2 в
ядерной фракции после 14 сут гравитационной
разгрузки соответствует контрольному уровню.
На этом временном отрезке (вторая неделя выве-
шивания) продолжается снижение содержания
мРНК MyHC I типа [14]. Этот феномен свиде-
тельствует о том, что не всегда транскрипционная
активность соответствует содержанию тран-
скрипционного регулятора в ядерном простран-
стве. Не исключено, что на некоторых этапах
гравитационной разгрузки существуют функцио-
нально-зависимые сайт-специфичные механиз-
мы контроля экспрессии медленного миозина.
Эти механизмы еще предстоит исследовать.

Однако сейчас можно с уверенностью утвер-
ждать, что на разных этапах гравитационной раз-
грузки снижение экспрессии медленного миози-
на может быть обусловлено действием разных
физиологических сигнальных входов и различ-
ных транскрипционных регуляторов.

Работа поддержана грантом РНФ 18-15-00107.
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The Time Course of Muscle Nuclear Content of Transcription Factors Regulating 
the MyHC I(β) Expression in the Rat Soleus Muscle under Gravitational Unloading

I. I. Paramonova1, *, K. A. Sharlo1, N. A. Vilchinskaya1, B. S. Shenkman1

1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
*e-mail: inna199221@gmail.com

A decrease in the proportion of fibers expressing a “slow” isoform of myosin heavy chains (MyHC I(β)) and
an increase in the proportion of fibers expressing “fast” isoforms is observed during hindlimb unloading,
which leads to a slow-to-fast shift in the myosin phenotype. An important mechanism of the regulation of the
gene expression is the import of transcription factors into the nucleus and their binding to the promoter of the
target gene. Numerous studies indicate that at least two signaling pathways are involved in the regulation of
expression of MyHC I(β): calcineurin/NFATc1 and MEF-2D/HDAC4. The aim of our experiments was to
study the time course of the nuclear content of NFATc1, MEF-2D, histone deacetylase HDAC4, and MAP
kinase ERK2 at different periods of hindlimb unloading in order to determine the contribution of different
mechanisms controlling the MyHC I(β) expression. A significant decrease in the MEF-2D and ERK2 con-
tent was recorded on day 3 and 7 of the gravitational unloading, as well as a decrease in the nuclear content
of NFATc1 on day 1 and 7. However, 14 days after the unloading the content of NFATc1, HDAC4, MEF-2D,
and ERK2 in the nuclear fraction corresponded to the control level. These data indicate that the concentra-
tion of the transcription regulators in the muscle nuclei at late stages of the gravitation unloading is not a lim-
iting factor for their transcriptional activity.

Keywords: soleus muscle, gravitational unloading, NFATc1, MEF-2D, HDAC4, ERK2, slow myosin, MyHC I(β)
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