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РОЛЬ АКТИВНОСТИ КИНАЗЫ ГЛИКОГЕНСИНТАЗЫ 3 В РЕГУЛЯЦИИ 
МИТОХОНДРИАЛЬНОГО БИОГЕНЕЗА В ПОСТУРАЛЬНОЙ МЫШЦЕ 
КРЫСЫ В УСЛОВИЯХ АНТИОРТОСТАТИЧЕСКОГО ВЫВЕШИВАНИЯ

© 2021 г.   И. Д. Львоваa, *, К. А. Шарлоa, С. В. Рожковa, Т. М. Мирзоевa, Б. С. Шенкманa

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

*e-mail: irrrra1@yandex.ru
Поступила в редакцию 15.04.2021 г.

После доработки 24.05.2021 г.
Принята к публикации 26.05.2021 г.

Функциональная разгрузка скелетных мышц наблюдается как в условиях микрогравитации у кос-
монавтов, так и в земных условиях при постельном режиме, иммобилизации конечностей и различ-
ных опорно-двигательных нарушениях. Это состояние характеризуется полным или частичным
устранением опорной афферентации, что приводит к исчезновению или значительному снижению
сократительной активности постуральной камбаловидной мышцы, последующему “запуску”
функциональной перестройки мышц, выражающейся в атрофии мышечных волокон, снижении
уровня биогенеза митохондрий, трансформации миозинового фенотипа и, в конечном итоге, при-
водит к повышенной мышечной утомляемости (мышечной слабости). Киназа гликогенсинтазы 3
(GSK-3) способна регулировать как экспрессию медленной изоформы тяжелых цепей миозина, так
и экспрессию ключевого фактора биогенеза митохондрий PGC1α; на основе этих данных мы пред-
положили, что фармакологическое ингибирование GSK-3 на фоне 7 сут функциональной разгрузки
(вывешивания) крыс способно предотвратить инактивацию биогенеза митохондрий в камбаловид-
ных мышцах экспериментальных животных. Снижение экспрессии мРНК ключевого фактора био-
генеза митохондрий PGC1α, наблюдаемое после 7 сут вывешивания, было предотвращено в группе
с введением ингибитора GSK-3. Также было предотвращено снижение экспрессии ряда регулято-
ров биогенеза и функций митохондрий (TFAM, митофузинов-1 и -2, NRF-1 и NRF-2α) и содержа-
ния митохондриальной ДНК. Данные изменения в группе с ингибированием GSK-3 сопровожда-
лись частичным предотвращением снижения мРНК гена myh7b, что свидетельствует о возможной
корегуляции экспрессии миозиновых генов и митохондриального биогенеза в камбаловидной
мышце крысы в условиях функциональной разгрузки.
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ВВЕДЕНИЕ
Функциональная разгрузка, наблюдаемая как

в условиях микрогравитации при космическом
полете, так и в земных условиях при моделирова-
нии микрогравитации (антиортостатическое вы-
вешивание грызунов, модель “сухой” иммерсии с
участием человека), а также при иммобилизации
конечностей и постельном режиме, приводит к
мышечной атрофии, снижению мышечного тонуса
(атонии), снижению окислительных способно-
стей мышц и трансформации мышечных волокон
из “медленного” типа в “быстрый” [1]. В послед-
ние годы в нашей лаборатории было показано,
что ингибирование киназы GSK-3 предотвраща-
ет снижение экспрессии медленной изоформы
тяжелых цепей миозина (ТЦМ) в камбаловидной
мышце крысы на фоне антиортостатического вы-

вешивания [2]. Также по данным ряда работ,
GSK-3 способна инактивировать экспрессию
PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha), ключевого регулятора
митохондриального биогенеза, на фоне функци-
ональной разгрузки и в процессе миогенеза [3, 4].
Ряд литературных данных свидетельствует о том,
что экспрессия медленной изоформы ТЦМ спо-
собна регулировать экспрессию ключевого фак-
тора митохондриального биогенеза PGC1α за
счет активации сигнального пути микроРНК-
208/myh7b/микроРНК-499 [5, 6]. В процессе экс-
прессии мРНК гена myh7, кодирующего медлен-
ную изоформу ТЦМ, также происходит экспрес-
сия микроРНК-208b, закодированной в одном из
интронов этого гена. МикроРНК-208b способна
индуцировать экспрессию гена myh7b, который
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представляет собой древний ген одной из миози-
новых изоформ, играющий в мышечных волок-
нах камбаловидной мышцы исключительно регу-
ляторную роль. мРНК гена myh7b кодирует регу-
ляторную микроРНК-499 [7]. Сверхэкспрессия
микроРНК-499 в миотубах С2С12 приводит к
усилению экспрессии медленной изоформы тро-
понина tnni1, миоглобина и PGC1α [8]. Таким об-
разом, данная микроРНК играет важную роль в
реализации окислительного фенотипа мышечно-
го волокна. Влияние ингибирования GSK-3 на
трансформацию миозинового фенотипа в усло-
виях антиортостатического вывешивания было
исследовано ранее, однако возможность предот-
вращения инактивации митохондриального био-
генеза в условиях функциональной разгрузки пу-
тем ингибирования GSK-3 остается неисследо-
ванной. Таким образом, цель работы заключалась
в исследовании влияния ингибирования GSK-3
на ряд параметров, регулирующих биогенез ми-
тохондрий и экспрессию гена myh7b в постураль-
ной камбаловидной мышце крыс в условиях 7-су-
точного антиортостатического вывешивания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для проведения эксперимента было отобрано
24 самца крыс линии Вистар массой 200 ± 10 г и
возрастом 2.5 мес. Все животные содержались
при температуре 20–25°C, вода и корм грызунам
давались без ограничения в соответствии с раци-
оном для лабораторных животных. Эксперимент
был проведен согласно биоэтическим правилам
проведения исследований на животных и одобрен
комиссией по биомедицинской этике ГНЦ РФ –
ИМБП РАН (протокол № 421, 14.04.2016). Для
решения поставленной задачи в эксперименте
проводилось моделирование гравитационной
разгрузки в течение 7 сут по методу антиортоста-
тического вывешивания Новикова–Ильина в мо-
дификации Morey-Holton [9, 10]. В соответствии с
данным методом крысы были вывешены за хвост
под углом 30 градусов к полу клетки таким обра-
зом, что передние конечности крысы опирались
на пол, а задние конечности не касались пола.
Животные были случайным образом разделены
на 3 группы по 8 особей в каждой: С – группа ви-
варного контроля; 7HS – группа, вывешенная на
протяжении 7 сут; 7HS + G – группа, вывешен-
ная на протяжении 7 сут, которой также ежеднев-
но вводили AR-A014418 (ингибитор GSK-3) в до-
зировке 4 мг на 1 кг массы тела животных. Все
препараты вводили внутрибрюшинно, раство-
ренными в 1% DMSO в физрастворе в объеме 1.5 мл.
Группам C и HS ежедневно вводили 1.5 мл рас-
твора 1% DMSO в физрастворе. После проведе-
ния эксперимента у каждого животного под авер-
тиновым наркозом (трибромэтанол, 240 мг/кг) из
обеих ног были выделены камбаловидные мыш-
цы, взвешены на аналитических весах и немед-

ленно заморожены в жидком азоте. Заморожен-
ный биоматериал использовали для выделения
тотальной РНК и ДНК, а также тотальной белко-
вой фракции.

Для выделения тотальной белковой фракции и
последующей оценки содержания в ней GSK-3β,
фосфорилированной GSK-3β (Ser 9), гликоген-
синтазы (GS) и фосфорилированной GS (Ser 641)
был использован набор реагентов RIPA Lysis
Buffer System (Santa Cruz, США). При этом до-
полнительно использовались ингибиторы проте-
аз Complete Protease Inhibitor Coctail (Santa Cruz),
10 мкг/мл апротинина (Sigma-Aldrich, США),
10 мкг/мл леупептина (Sigma-Aldrich) 10 мкг/мл
пепстатина (Sigma-Aldrich), 20 мкл Complete Mini
Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Швейцария),
40 мкл фосфоингибиторного коктейля (Santa
Cruz). Содержание тотальной и фосфорилиро-
ванной форм GSK-3β проводили методом элек-
трофореза в полиакриламидном геле с последую-
щим иммуноблоттингом, как было описано ранее
[11]. Выявление целевых белков проводилось с по-
мощью следующих первичных антител: p-GSK3β
(Ser 9) (1 : 1000, #9322, Cell Signaling Technology,
США), GSK-3β (1 : 1000, #12456, Cell Signaling Tech-
nology), p-glycogen synthase 1 (Ser 641) (1 : 10000,
Abcam, США), anti-glycogen synthase 1 antibody
(1 : 1000, ab40867, Abcam). В качестве вторичных
антител использовались биотинилированные ан-
титела goat anti-rabbit (sc-2004, Santa Cruz) в раз-
ведении 1 : 1000.

Выделение тотальной РНК проводили с помо-
щью набора RNeasy Micro Kit (Qiagen, США) со-
гласно рекомендациям производителя. Для син-
теза кДНК использовали набор фирмы Синтол
(Россия). Анализ экспрессии генов проводили
методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Выделе-
ние ДНК проводили с использованием набора
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) согласно реко-
мендациям производителя. Содержание мито-
хондриальной ДНК определяли с помощью ПЦР
в реальном времени, в качестве праймеров к ми-
тохондриальной ДНК использовали праймеры к
COX I. Список использованных в работе прайме-
ров представлен в табл. 1. Анализ данных ПЦР
проводился по методу Pfaffl с учетом эффектив-
ностей амплификации [12]. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью непара-
метрического критерия Краскела–Уоллиса с
последующим апостериорным тестом Данна. До-
стоверными считались различия с p < 0.05. В ка-
честве референсного гена использовался RPL19.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После 7 сут антиортостатического вывешива-

ния мы обнаружили достоверное снижение уров-
ня фосфорилирования GSK-3β по 9 остатку сери-
на, что свидетельствует об активации данной ки-
назы (рис. 1а) Введение ингибитора GSK-3 не
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повлияло на уровень фосфорилирования GSK-3β,
что было ожидаемо, поскольку принцип действия
AR-A014418 не предполагает влияния на пост-
трансляционные модификации GSK-3β [13].
AR-A014418 является высокоселективным кон-
курентным ингибитором GSK-3, механизм дей-
ствия которого основан на препятствии связыва-
ния ATP в активном центре фермента. Действие
ингибитора было подтверждено с помощью оценки

фосфорилирования гликогенсинтазы (GS) –
ключевого субстрата GSK-3β.

После 7 сут антиортостатического вывешива-
ния мы обнаружили достоверное повышение
уровня фосфорилирования GS-1 по 641 остатку
серина (рис. 1б), что свидетельствует об актива-
ции GSK-3β. Введение ингибитора GSK-3 снизи-
ло уровень фосфорилирования GS-1 до кон-
трольного уровня.

Таблица 1. Праймеры, использованные при проведении ПЦР-анализа в реальном времени
RPL19 5'-GTACCCTTCCTCTTCCCTATGC-3';

5'-CAATGCCAACTCTCGTCAACAG-3'
myh7b 5'-GAGTGTGGAGCAGGTGGTATTT-3';

5'-GGACCCCAATGAAGAACTGA-3'
PGC1α
(PPARGC1A)

5'-GTGCAGCCAAGACTCTGTATGG-3';
5'-GTCCAGGTCATTCACATCAAGTTC-3'

TFAM1 5'-CGCCTGTCAGCCTTATCTGTA-3';
5'-TGCATCTGGGTGTTTAGCTTA-3'

NRF1 5'-TTACTCTGCTGTGGCTGATGG-3';
5'-CCTCTGATGCTTGCGTCGTCT-3'

NRF2α 5'-AAGTGACGAGATGGGCCGC-3';
5'-CGTTGTCCCCATTTTTGTG-3'

Митофузин-1 5'-CCACAGAGCTGGACATCTGG-3';
5'-GAGAGCCGCTCATTCACCTT-3'

Митофузин-2 5'-AGTCGGTTGGAAGTCACTGT-3';
5'-TGTACTCGGGCTGAAAGGAG-3'

COXI 5'-ATTGGAGGCTTCGGGAACTG-3';
5'-AGATAGAAGACACCCCGGCT-3'

Медленная изоформа тропонина (Tnni) 5'-TCTCATCTGCACAGGAACCAAC3'
5'-TGGAGCTCTCGGCATAAGTC3'

Миоглобин 5'-GTGATGGGGAGTGGCAGATG3'
5'-ACTTGACCGGGATCTTGTGC3'

Рис. 1. Процент фосфорилирования GSK-3β по Ser 9 (а) и GS по Ser 641 (б) в камбаловидных мышцах крыс. Данные
представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-су-
точного антиортостатического вывешивания, 7HS + G – группа 7-суточного антиортостатического вывешивания с
введением ингибитора GSK-3. * – достоверные отличия от контрольной группы (p < 0.05).
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Рис. 2. Содержание митохондриальной ДНК (а), экспрессия мРНК PGC1α (б), экспрессия мРНК NRF-1 (в), экспрес-
сия мРНК NRF-2α (г), экспрессия мРНК митофузина-2 (д), экспрессия мРНК митофузина-1 (е), экспрессия мРНК
TFAM (ж), экспрессия мРНК myh7b (з) в камбаловидных мышцах крыс. Данные представлены в виде медианы, интерквар-
тильного интервала, а также максимумов и минимумов. С – контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного антиортоста-
тического вывешивания, 7HS + G – группа 7-суточного антиортостатического вывешивания с введением ингибитора
GSK-3. * – достоверные отличия от контрольной группы (p < 0.05), & – достоверные отличия от группы 7HS (p < 0.05).
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После 7 сут антиортостатического вывешива-
ния содержание митохондриальной ДНК в кам-
баловидной мышце животных достоверно снизи-
лось вдвое в сравнении с контрольной группой

(рис. 2а). Эти результаты соответствуют данным о
снижении количества копий митохондриальной
ДНК на фоне функциональной разгрузки, полу-
ченным другими авторами, и могут считаться
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показателем снижения уровня биогенеза мито-
хондрий в камбаловидных мышцах при вывеши-
вании [4]. Также после 7 сут вывешивания мы об-
наружили снижение уровня экспрессии мРНК
ключевого регулятора биогенеза митохондрий
PGC1α (рис. 2б), его мишени – фактора тран-
скрипции митохондриальных генов TFAM
(рис. 2ж), а также мРНК генов митофузина-1
(рис. 2е) и митофузина-2 (рис. 2д). Снижение дру-
гих генов-мишеней PGC1α, NRF-1 и NRF-2α, яв-
ляющихся коактиваторами транскрипции ряда
генов, необходимых для биогенеза митохондрий,
не было достоверным (рис. 2б–2ж). Введение ин-
гибитора GSK-3 на фоне функциональной раз-
грузки привело к достоверному повышению со-
держания митохондриальной ДНК (рис. 2а),
повышению экспрессии PGC1α (рис. 2б), мито-
фузинов 1 (рис. 2е) и 2 (рис. 2д), а также TFAM
(рис. 2ж) в сравнении со значениями в группе
вывешивания с введением плацебо. Стоит отме-
тить, что митофузины 1 и 2 принимают участие в
регуляции слияния митохондрий и играют клю-
чевую роль в адаптации мышц к упражнениям на
выносливость [14]. Таким образом, GSK-3-зави-
симое снижение экспрессии данных белков
может вносить вклад в развитие повышенной
утомляемости скелетных мышц в условиях функ-
циональной разгрузки. При этом введение инги-
битора GSK-3 также привело к повышению экс-
прессии мРНК NRF-1 (рис. 2в) и NRF-2α (рис. 2г)
в сравнении с группой вывешивания с введением
плацебо. Таким образом, можно сделать вывод,
что ингибирование GSK-3 приводит к предотвра-
щению снижения биогенеза митохондрий, веро-
ятно, посредством влияния на уровень экспрес-
сии PGC1α. Эти результаты соответствуют данным,
полученным ранее с использованием трансген-
ных животных [4].

Механизмы влияния GSK-3 на экспрессию
PGC1α при функциональной разгрузке остаются
неизвестными. Тем не менее известно, что мик-

роРНК-499 способна активировать экспрессию
PGC1α [6, 8, 15]. Мы обнаружили, что ингибиро-
вание GSK-3 приводит к частичному предотвра-
щению снижения предшественника микроРНК-
499, мРНК гена myh7b, в камбаловидных мышцах
животных из группы 7HS + G. Также после 7 сут
антиортостатического вывешивания мы обнару-
жили снижение экспрессии мРНК миоглобина и
медленной изоформы тропонина (рис. 3), при
этом в группе 7HS + G снижение уровня экспрес-
сии данных генов было лишь частично предот-
вращено (рис. 3). С учетом того факта, что экс-
прессия этих генов способна регулироваться мик-
роРНК-499, можно предположить, что GSK-3
регулирует их экспрессию за счет влияния на
myh7b/микроРНК-499. Таким образом, не ис-
ключено, что и эффект GSK-3 на экспрессию
PGC1α и митохондриальный биогенез по край-
ней мере частично осуществляется за счет мик-
роРНК-зависимых регуляторных механизмов.

С учетом того, что GSK-3 является негатив-
ным регулятором экспрессии гена медленной
изоформы ТЦМ [2], можно заключить, что акти-
вация GSK-3 на фоне антиортостатического вы-
вешивания приводит к трансформации фенотипа
мышечных волокон в постуральной мышце кры-
сы: от “медленного” (окислительного и устойчи-
вого к утомлению) к “быстрому” (гликолитиче-
скому, менее устойчивому к утомлению).

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Источники финансирования. Работа выполнена
в рамках проекта РНФ № 17-75-20152.

Соответствие принципам этики. В настоящей
статье все эксперименты были проведены с со-
блюдением всех биоэтических норм и одобрены
комиссией по биомедицинской этике ГНЦ РФ –
ИМБП РАН (протокол № 421, 14.04.2016).

Рис. 3. Экспрессия мРНК гена миоглобина (а) и медленной изоформы тропонина (Tnni) (б) в камбаловидных мышцах
крыс. Данные представлены в виде медианы, интерквартильного интервала, а также максимумов и минимумов. С –
контрольная группа, 7HS – группа 7-суточного антиортостатического вывешивания, 7HS + G – группа 7-суточного
антиортостатического вывешивания с введением ингибитора GSK-3. * – достоверные отличия от контрольной груп-
пы (p < 0.05).
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The Role of Glycogen Synthase Kinase 3 Activity in the Regulation of Mitochondrial 
Biogenesis in Rat Postural Muscle under Hindlimb Unloading

I. D. Lvova1, *, K. A. Sharlo1, S. V. Rozhkov1, T. M. Mirzoev1, B. S. Shenkman1

1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
*e-mail: irrrra1@yandex.ru

Mechanical unloading of skeletal muscles is observed both in microgravity conditions during space f light and
on Earth during bed rest, immobilization, and neurological disorders. This condition is characterized by a
complete or partial elimination of support afferentation, which leads to the disappearance or significant de-
crease in the contractile activity of the postural soleus muscle and subsequent skeletal muscle remodeling re-
sulting in muscle fiber atrophy, a decrease in the level of mitochondrial biogenesis, transformation of the my-
osin phenotype, and increased muscle fatigue (muscle weakness). Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) is
able to regulate both the expression of the slow isoform of myosin heavy chains and the expression of the key
factor of mitochondrial biogenesis PGC1α. On the basis of these data we suggested that pharmacological in-
hibition of GSK-3 during 7 days of rat hindlimb unloading (hindlimb suspension) can prevent the inactiva-
tion of mitochondrial biogenesis in soleus muscles of experimental animals. A decrease in mRNA expression
of the key mitochondrial biogenesis factor PGC1α, observed after 7 days of unloading, was prevented in the
unloading group treated with the GSK-3 inhibitor. The unloading-induced decrease in the expression of a
number of regulators of mitochondrial biogenesis (TFAM, mitofusins-1 and -2, NRF-1 and NRF-2α) and
the content of mitochondrial DNA was also prevented by the GSK-3 inhibitor. The observed changes in the
hindlimb unloading + GSK-3 inhibitor group were accompanied by a partial prevention of the unloading-
related decrease in myh7b gene mRNA indicating the possibility of co-regulation of slow myosin gene expres-
sion and mitochondrial biogenesis in rat soleus muscle under conditions of mechanical unloading.

Keywords: skeletal muscle, myosin, PGC1-α, glycogen synthase kinase 3 (GSK-3), mitochondrial biogenesis
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