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ВЛИЯНИЕ МУТАЦИИ L345P В ГЕНЕ ДЕСМИНА НА ПРОЦЕСС АУТОФАГИИ 
В МЫШЕЧНЫХ КЛЕТКАХ ЛИНИИ С2С12
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Процесс аутофагии играет важную роль в жизнедеятельности клетки, в частности, в процессе поддержа-
ния протеостаза. В мышечных клетках процесс аутофагии является высоко динамичным в связи с необхо-
димостью постоянного обновления разрушающихся белков области Z-диска при мышечном сокращении.
При этом цитоскелет и, в частности промежуточные филаменты, играют основную роль в поддержании
структурной и функциональной целостности мышечной клетки. Нами было предположено, что наруше-
ние структуры промежуточных филаментов мышечной клетки, в частности десмина, ведет к изменению
динамики процесса аутофагии. Мы продемонстрировали, что в клетках линии С2С12 мутация гена десми-
на (DES L345P) приводит к значительному увеличению базового уровня аутофагии и скорости деградации
клеточных компонентов за счет процесса аутофагии. Было показано, что в клетках с мутацией DES L345P
по сравнению с клетками дикого типа после стимуляции процесса аутофагии сывороточным голоданием
в течение 2 и 4 ч количество белка LC3-II снижается в два раза относительно клеток с десмином дикого
типа. При этом скорость конверсии формы LC3-I в LC3-II остается неизменной. Это наблюдение может
быть связано с увеличение базового уровня процесса аутофагии и скорости деградации аутофагосом для
удаления из клетки мутантных агрегантных форм белка десмина вследствие мутации L345P.
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Промежуточные филаменты являются одним из
компонентов клеточного цитоскелета и необходимы
для поддержания структурной и функциональной
целостности клетки (Paulin, Li, 2004). Они образуют
прочную сеть, волокна которой по диаметру занима-
ют промежуточное положение между нитями актина
и микротрубочками, что и обусловливает их назва-
ние. Основываясь на структуре, выделяют несколь-
ко классов промежуточных филаментов, представи-
телями которых являются кератины, ламины, де-
смин, нейрофиламенты, глиальный фибриллярный
белок и другие (Paulin, Li, 2004; Herrmann, Aebi,
2016). В большинстве случаев промежуточные фила-
менты являются тканеспецифичными, и каждый их
тип экспрессируется в определенных клетках и тка-
нях. Исключение составляют белки ламины, кото-
рые являются структурным компонентом всех ядер,
а также белок синемин, способный кополимеризо-
ваться с большинством других представителей про-
межуточных филаментов. В настоящее время из-
вестно множество заболеваний, связанных с мута-
циями генов, кодирующих белки промежуточных

филаментов (Dalakas, 2000; Worman, Courvalin,
2004). С учетом тканеспецифичной экспрессии дан-
ных белков, в случае их структурных нарушений па-
тологический процесс затрагивает преимуществен-
но одну систему органов. Так, например, мутации
генов кератинов приводят к развитию кожного забо-
левания – буллезного эпидермиолиза, а в случае му-
таций в гене глиального ацидофильного белка GFAP
развивается болезнь Александера – прогрессирую-
щее нейродегенеративное заболевание (Omary,
2009; Jerabkova, Marek et al., 2010).

Основным промежуточным филаментом скелет-
но-мышечных, а также гладкомышечных клеток и
кардиомиоцитов является белок десмин. Его фила-
менты формируют трехмерную сеть, которая обес-
печивает взаимодействие сократительного аппарата
мышечной клетки с ядром, лизосомами, митохон-
дриями и другими клеточными органеллами (Capet-
anaki, Bloch et al., 2007). Десмин участвует в процессе
механотрансдукции посредством тесного структур-
ного взаимодействия десминовых филаментов с
компонентами Z-диска. Эта структура обеспечивает
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механическую целостность саркомера и содержит в
своем составе более 15 различных белков, которые
имеют как структурные, так и сигнальные функции,
выполняя в дифференцированных мышечных клет-
ках роль центра механочувствительности (Goldfarb,
Park et al., 1998; Capetanaki, Bloch et al., 2007; Capeta-
naki, Papathanasiou et al., 2015). Показано, что нару-
шение целостности и функций десмина вследствие
мутаций приводит к нарушению структуры Z-дис-
ков саркомера и развитию заболеваний сердечной
мышцы и скелетно-мышечной мускулатуры (кар-
диомиопатий), дистальных и миофибриллярных
миопатий (Elliott, Andersson et al., 2008; Kley, van der
Ven et al., 2013).

В основе развития патологического процесса при
мутациях в генах промежуточных филаментов часто
лежит способность структурно-аномальных белков
формировать нерастворимые белковые агрегаты.
Именно поэтому в большинстве случаев при мута-
циях в генах промежуточных филаментов иммуно-
гистохимическое окрашивание и электронная мик-
роскопия обнаруживают в клетках миофибрилляр-
ные белковые массы, состоящие из патологически
измененного белка и ассоциированные с ними бел-
ки-шапероны (Sanghvi-Shah, Weber, 2017). В боль-
шинстве случаев, как, например, при миофибрил-
лярных миопатиях (мутации в гене DES), боковом
амиотрофическом склерозе (мутации в гене NEFH),
болезни Александера (мутации в гене GFAP) и болез-
ни Шарко−Мари−Тут (мутации в гене NEFL) такие
внутриклеточные белковые агрегаты являются диа-
гностическим маркером. В норме их деградация
обеспечивается процессом селективной макроауто-
фагии (Tang, Yue et al., 2008).

Особенно значимым этот процесс для мышечных
клеток, в которых структурные компоненты Z-диска
постоянно подвергаются механическому воздей-
ствию, разрушаются и должны быть своевременно
утилизированы посредством селективной шаперон-
ассистированной аутофагии (Nair, Klionsky, 2011).
Поддержание протеостаза в данном компартменте
клетки является обязательным условием физиоло-
гического функционирования миоцитов, в связи с
чем процесс аутофагии является неотъемлемой ча-
стью системы контроля качества белков в кардио-
миоцитах в норме и при развитии патологического
процесса (Grumati, Coletto et al., 2011; Jia, Xue et al.,
2018). Нарушение этого процесса вследствие мута-
ций генов, кодирующих белки Z-диска и факторы
селективной макроаутофагии, такие как BAG3,
DNAJB6 и HSPB8 приводит к формированию мио-
фибриллярных внутриклеточных агрегатов и, как
следствие, развитию миопатии и кардиомиопатии.

Примером может являться мутация L345P гена
десмина (DES), затрагивающая структуру головного
домена белка (Sjoberg, Saavedra-Matiz et al., 1999).
При наличии этой мутации нарушается процесс по-
лимеризации десмина и происходит образование аг-

регатов, препятствующих взаимодействию десмина
с клеточными органеллами. Белковые агрегаты, име-
ющие в составе белки десмин, филамин, кристаллин
и ряд белков-шаперонов области Z-диска подверга-
ются деградации посредством селективной аутофа-
гии. В то же время, сам процесс аутофагии может
быть нарушен вследствие дисфункции десминовых
филаментов, поскольку слияние аутофагосомы с ли-
зосомами происходит с опосредованным участием
десмина. Детальные механизмы влияния дисфунк-
ции десминовых филаментов на процесс аутофагии в
мышечных клетках не изучены. В связи с этим цель
нашего исследования заключалась в изучении влия-
ния мутации L345P в гене DES на процесс аутофагии
в клетках мышиных миобластов линии С2С12.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Работу проводили на мышиных имморта-
лизованных мышечных сателитных клетках линии
С2С12 (ATCC, США, каталожный номер CRL 1772).
Для культивирования клеток использовали среду на
основе DMEM (Invitrogen, США), содержащую 10%
телячьей эмбриональной сыворотки (FCS; Invitro-
gen, США), 1% смеси антибиотиков пенициллина и
стрептомицина (Invitrogen, США) и 1% L-глутамата
(Invitrogen, США) при температуре 37°С, 5%-ном со-
держании CO2 и влажности 99%. Клетки пересевали
каждые 72 ч по 100 тыс. на чашку диаметром 100 мм.

Дизайн эксперимента. Клетки мышечной линии
С2С12 трансдуцировали геном десмина дикого типа
и геном десмина, несущим мутацию L345P. После сти-
муляции процесса аутофагии в течение 2–8 ч с помо-
щью Вестерн-блотинга и иммуноцитохимии оценива-
ли содержание в клетках изоформ белка LC3 – белко-
вого компонента аутофагосом, который имеет две
изоформы: LC3-I – растворимая или свободная
фракция белка, содержащаяся в цитоплазме и изо-
форма LC3-II – связанная или интергрированная в
мембрану аутофагосомы фракция белка.

Культивирование и вирусная трансдукция клеток
С2С12. Для наработки лентивирусных конструкций
клетки линии НЕК293-Т котрансфецировали тремя
плазмидами на основе плазмиды pLVNHM: смысло-
вой плазмидой с геном интереса дикого типа и заме-
ной L345P (DES L345P) плазмидой, кодирующей
белки вирусной оболочки (pMD2.G), и плазмидой,
кодирующей пакующие белки (psPAX2). Для увели-
чения эффективности трансдукции реагент PEI (Sig-
ma, USA) добавляли в среду DMEM из расчета 2 : 1
на общее количество пДНК. Трансдукцию клеток
С2С12 проводили вирусными частицами из расчета
20 мкл вируса на 60 тыс. клеток в присутствии по-
либрена (Sigma, Германия) в концентрации 8 мкг/мл
на весь объем среды для культивирования.

Стимуляция процесса аутофагии. Клетки линии
С2С12 после трансдукции генами дикого типа и DES
L345P высевали в количестве 50 или 30 тыс. на чашку
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диаметром 60 мм для последующей детекции мето-
дами Вестерн-блотинга и иммуноцитохимии соот-
ветственно. Через 72 ч после проведения трансдук-
ции для индукции аутофагии проводили замену кле-
точной среды на бессыворочную среду EBSS (Earle’s
Balanced Salt Solution) для глодания клеток. Стиму-
ляцию аутофагии проводили в течение 2–8 ч.

Вестерн-блот-анализ. Для количественной детек-
ции изоформ белка LC3 использовали протокол, от-
работанный ранее для клеток линии С2С12 (Сухаре-
ва, Смолина и др., 2016; Klionsky, Abdelmohsen et al.,
2016) После стимуляции аутофагии в течении 2–8 ч
клеточную суспензию помещали в пробирки и цен-
трифугировали при 1000 g в течении 5 мин. Пермеа-
билизацию клеточного осадка проводили с исполь-
зованием детергента дигитонина (Sigma, USA) в PBS
в концентарции 0.025% в течении 5 мин на льду. По-
сле центрифугирования при 2000 g в течении 5 мин
надосадочную жидкость собирали для дальнейшего
анализа растворимой изоформы белка LC3 (LC3-I).
Экстракцию нерастворимой фракции белка LC3
(LC3-II) проводили путем лизиса клеточного осадка
в буфере RIPA, содержащем коктейль ингибиторов
протеаз (Roche, США) и модификации нескольких
компонентов для увеличения эффекивности лизиса
(1% NP-40, 0.5% диоксихолата натрия; 1% SDS; 1%
Triton-X; 5 мМ EDTA) в течение 10 мин на льду. Бел-
ковый лизат центрифугировали при 16000 g в тече-
нии 10 мин, после чего полученную надосадочную
жидкость собирали в новую пробирку для дальней-
шего анализа нерастворимой изоформы LC3-II, свя-
занной с мембраной аутофагосом.

Для электрофореза в концентрирующем геле ис-
пользовали постоянный ток 20 мА, в разделяющем
геле – 40 мА. Перенос разделенных по молекуляр-
ной массе белков на нитроцеллюлозную мембрану
(Applichem, США) с диаметром пор 0.45 мкм прово-
дили в течение 1 ч при постоянном напряжение
100 В с использованием буфера для переноса
(49.9 мМ TrisHCl, 38.6 мМ глицин, 0.0385% SDS,
20% метанола). Для оценки качества процесса пере-
носа белков мембрану обратимо окрашивали краси-
телем Ponceau S (Sigma-Aldrich, США) с последую-
щей отмывкой в PBS, содержащем 0.05% Tween 20
(PBS-Tween). Блокировку неспецифического связы-
вания антител осуществляли путем икубирования в
5%-ном растворе обезжиренного молока, разведен-
ного в PBS-Tween 0.05% в течение 2 ч при комнатной
температуре. Инкубацию мембраны в растворе пер-
вичных поликлональных антител анти-LC3 (MBL
International Corporation, США) в разведении 1 : 7000
в 5%-ном растворе молока на PBS-Tween проводили
в течение ночи при температуре 4°С. В качестве вто-
ричных использовалиись антител против иммуно-
глобулинов кролика, конъюгированные c перокси-
дазой хрена (BioRad, США) в концентрации
1 : 20000, разведенные в растворе PBS-Tween. Инку-
бацию проводили в течении 1 ч при комнатной тем-
пературе. Детекцию сигнала пероксидазной актив-

ности осуществляли с использованием реактива для
усиленной хемилюминисценции Super signal west
femto maximum sensitivity substrate (Thermo Fisher
Scientific, США) согласно инструкции производите-
ля в камере для детекции люминесцентного сигнала
Vilber Lourmat (BioRad, США).

Иммуноцитохимия. Количественный анализ об-
разовавшихся в клетках аутофагосом проводили ме-
тодом иммуноцитохимического окрашивания с
применением антител к LC3. Клеточную культуру,
посеянную на культуральные стекла, предваритель-
но подвергали стимуляции процесса аутофагии в те-
чение 2–4 ч. Без предварительной фиксации клетки
инкубировали 5 мин в 0.005%-ном растворе дигито-
нина (Sigma, Германия) в PBS на льду для экстрак-
ции растворимой изоформы LC3-I. После трехкрат-
ной отмывки в PBS в течение 5 мин клетки фиксиро-
вали 4%-ным раствором парафармальдегида PFA
(Sigma, США) в течение 5 мин на льду. Клетки бло-
кировали 15%-ным раствором сыворотки FCS (Gib-
co, США) при комнатной температуре 30 мин. Ин-
кубацию в растворе первичных поликлональных ан-
тител анти-LC3 (MBL International Corporation,
США) при разведении 1 : 500 проводили при ком-
натной температуре в течение 1 ч. В качестве вторич-
ных антител использовали антитела Alexa-Fluor 560
против иммуноглобулинов кролика (Thermo Fisher
Scientific, США) в разведении 1 : 200 в течение
45 мин при комнатной температуре в темноте. Для
визуализации ядер испольовали краситель DAPI (In-
vitrogen, США) в течение 30 с.

Обработка данных. Обработка данных, получен-
ных методом Вестерн блот проводилась с использо-
ванием программы Fusion в режиме количественной
оценки белка в пробе. Оценка количества белка в
банде проводилась c помощью оценки оптической
плотности пикселей на выбранную область образца.
Нормализация концентрации образцов проводилась
по анализу снимков мембраны с использованием
программы Fusion после окрашивание красителем
Ponceau S (Sigma-Aldrich, США).

Количественная оценка сигнала LC3-II в клетках
после проведения иммуноцитохимического окра-
щивания проводилась методом подсчета флуорес-
центных точек на фотографиях исследуемых образ-
цов, сделанных с помощью флуоресцентного мик-
роскопа Observer.D1, в программе MosaiX (Carl Zeiss
Microsystems, Германия).

Для статистической обработки данных и постро-
ения графиков использовали программу GraphPad.
Полученные результаты представлены в виде сред-
него значения по всем проведённым эксперимен-
там. Достоверность различий между группами оце-
нивали при помощи непараметрического критерия
Манна−Уитни. Достоверными считали различия
при уровне значимости P < 0.05.
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Рис. 1. Динамика процесса ауатофагии в нетрансдуцированных клетках линии С2С12, показанная по динамике растворимой
(LC3-I) и нерастворимой (LC3-II) фракций белка LC3 в течение 2, 4, 6 и 8 ч голодания по данным Вестерн-блот-анализа
(а, мембрана окрашена анти Ponceau S) и ее графическое представление по данным денситометрии (оптической плотности
D) (б). К – контроль (в отсутствие голодания).
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Динамика процесса аутофагии в клетках линии
С2С12. На начальном этапе нами была проведена
оценка динамики процесса аутофагии в нетрансду-
цированных клетках линии С2С12 при стимуляции
процесса бессывороточным голоданием в течение
2–8 ч. Был выявлен переход изоформы LC3-I в изо-
форму LC3-II и уменьшение через 8 ч голодания
изофрмы LC3-I более чем в 2 раза относительно кон-
трольных клеток (рис. 1). В то же время, динамика
формирования и утилизации нерастворимой изо-
формы LC3-II показала накопление ее в течение 2 ч
голодания с последующей утилизацией и уменьше-
нием количества LC3-II до минимальных значений
к 8 ч голодания (рис. 1). При стимуляции аутофагии
в течении 2–8 ч в клетках линии С2С12, трансдуци-
рованных геном DES дикого типа и при трансдукции
конструкцией, несущей мутацию L345P этого гена
была отмечена сходная динамика изоформ LC3-I и
LC3-II (рис. 2а–в). Таким образом, для дальнейшей
оценки процесса аутофагии в клетках линии С2С12
и взаимного перехода изоформ белка LC3 использо-
вали временные точки 2 и 4 ч.

Вестерн-блот-анализ аутофагии в клетках С2С12.
После индукции аутофагии в течении 2 ч нами было
выявлено, что растворимая форма белка LC3 (LC3-I)
расходуется с одинаковой скоростью в образцах ди-
кого типа и в образцах с мутацией L345P гена десми-
на, что обусловлено образованием новых аутофаго-
сом и переходом растворимой изоформы LC3-I в
связанную с мембраной аутофагосомы изоформy
LC3-II (рис. 3 Iа, в). В то же время, по количеству
изоформы LC3-II были выявлены значимые разли-
чия. В отличие от клеток дикого типа, в которых на-
блюдали незначительное повышение уровня белка
LC3-II через 2 ч голодания, в клетках с мутацией
L345P гена DES происходило значимое снижение
количества изоформы LC3-II (рис. 3 Iб–г).

При 4-часовой стимуляции аутофагии количе-
ство белка LC3-I уменьшилось относительно точки
2 ч как в клетках дикого типа, так и в L345P-мутантах,
значимо не различаясь между собой (рис. 3 IIа–в).
Накопление нерастворимой изоформы LC3-II за 4 ч
сывороточного голодания прекратилось, и наступил
этап деградации содержимого аутофагасом лизосо-
мальными ферментми. В образцах с мутацией L345P
гена DES наблюдали значимо меньшее количество
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белка LC3-II относительно его содержания в клетках
дикого типа после 4-часового голодания (рис. 3 IIб–г).

Динамики аутофагии в клетках С2С12 по данным
иммуноцитохимии. Предварительные результаты,
полученные методом Вестерн-блот-анализа, были
далее подтверждены методом иммуноцитохимии.
Нами была выявлена схожая с данными Вестерн-
блот-анализа зависимость количества белка LC3-II в
клетках линии С2С12 от продолжительности стиму-
ляции процесса аутофагии. В клетках, несущих му-
тацию DES L345P, через 4 ч сывороточного голода-
ния наблюдали уменьшение уровня LС3-II в 2 раза
относительно клеток с DES дикого типа, что может
быть связано либо со снижением скорости образова-
ния аутофагосом, либо с ускорением процесса их де-
градации лизосомальными ферментами (рис. 4).

Базальный уровень аутофагии в клетках С2С12 по-
сле трансдукции вирусными конструкциями, несущими
различные варианты DES. Базовый уровень аутофа-
гии в нетрансдуцированных клетках С2С12, а также
в клетках, трансдуцированных десмином дикого ти-
па и клетках, несущих мутацию DES L345P, прово-
дили двумя методами: иммуноцитохимии и Ве-
стерн-блот-анализа. В клетках, трансдуцированных
вирусным вектором (несущим как DES дикого типа,
так и мутантный вариант DES L345P), наблюдали тен-
денцию к большему количеству изоформы LC3-II, чем
в нетрансдуцированных клетках, что свидетельству-
ет о повышении базового уровня аутофагии вслед-
ствие проведения вирусной трансдукции (рис. 5 I).
Применение метода иммуноцитохимии показало,

что в клетках С2С12 с мутацией DES L345P до индук-
ции аутофагии количество аутофагосом отмечается
значимо больше, чем в нетрансдуцированных клет-
ках (рис. 5 IIа–г).

Важно отметить, что трансдукция клеток кон-
струкцией с DES дикого типа также приводила к не-
значимому повышению базового количества ауто-
фагосом по сравнению с нетрансдуцированными
клетками. Таким образом, иммуноцитохимическое
окрашивание показало, что трансдукция клеток
С2С12 мутацией DES L345P приводит к повышению
базового содержания аутофагосом и нерастворимой
изоформы белка LC3-II в клетках.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что мутации в гене DES связаны с раз-

витием нервно-мышечной патологии и патологии
миокарда (Brodehl, Gaertner-Rommel et al., 2018). В
основе развития данной патологии на клеточном
уровне лежит дезинтеграция мышечных волокон и
образование нерастворимых внутриклеточных бел-
ковых агрегатов (Bar, Kostareva et al., 2006). Суще-
ствует предположение, что в патогенезе формирова-
ния белковых агрегатов имеет значение нарушение
эффективности процесса аутофагии (Bhuiyan, Patti-
son et al., 2013). Помимо структурной основы Z-дис-
ка, десмин также представляет собой одну из основ-
ных транспортных магистралей для созревания
аутофагосом и дальнейшего их слияния с лизосома-
ми (Tsoupri, Capetanaki, 2013). Таким образом, нару-
шение структуры десмина вследствие мутаций в ко-

Рис. 2. Сравнение процесса аутофагии клеток С2С12, трансдуцированных конструкцией с геном десмина DES дикого типа
(ДТ) и клеток, трансдуцированных конструкцией с мутантным DES L345P. а, в – Динамика изоформ LC3-I и LC3-II в течение
2–8 ч голодания. б, г – Графическое представление динамики, показанной на рисунке а, б соответственно, по данным десми-
тометрии (D); К – контроль (отсутствие голодания); показаны средние значения и среднеквадратичные отклонения (верти-
кальные отрезки); достоверность различий Р оценивали при помощи непараметрического критерия Манна−Уитни.
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дирующем его гене может приводить как к наруше-
нию в структуре клеточного цитоскелета, так и к
нарушению процесса аутофагии, внося, тем самым,
вклад в прогрессирующее формирование внутри-
клеточных белковых агрегатов.

Наблюдаемое в нашей работе снижение содержа-
ния изоформы LC3-I по мере увеличения времени
бессывороточного голодания отражает закономер-
ную динамику процесса аутофагии в мышечных
клетках в нормальных условиях. В то же время в ис-

Рис. 3. Количество растворимой (LC3-I; а, б) и нерастворимой (LC3-II; в, г) фракций белка LC3 в клетках С2С12, трансдуци-
рованных конструкцией, несущей ген DES дикого типа (ДТ) или его мутант DES L345P (L345P) через 2 (I) и 4 (II) ч после ин-
дукции аутофагии бессывороточным голоданием. а, в – По данным Вестерн-блот-анализа. б, г – Графическое представление
по данным денситометрии (D); показаны средние значения и среднеквадратичные отклонения (вертикальные отрезки), до-
стоверность различий Р оценивали при помощи непараметрического критерия Манна–Уитни.
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следуемых клетках лини С2С12 стимуляция аутофа-
гии не приводит к значительному накоплению изо-
формы LC3-II, что характерно для других типов кле-
ток, например, клеток линии НеLa, MEF или
HEK293 (Klionsky, Abdelmohsen et al., 2016). Такая
динамика может являться отражением интенсивно-
го процесса деградации аутофагосом путем быстрого
слияния их с лизосомами в мышечных клетках и
быть направлена на поддержание эффективного
протеостаза в активно сокращающихся и подвер-
женных механическому воздействию миоцитах. Бо-
лее того, в клетках с мутацией DES L345P не проис-
ходит даже незначительного накопления изоформы
LC3-II в течение 2 ч, что может являться отражением
еще более быстрого процесса деградации аутофаго-
сом в клетках, несущих мутацию DES L345P.

Резкое снижение количества изоформы LC3-II в
образцах с мутацией DES L345P за 4 ч бессывороточ-
ного голодания может указывать как на снижение
скорости образования аутофагосом, так и на повы-
шенную скорость деградации за счет лизосомальных
ферментов. В то же время, сравнение скорости пере-

хода изоформы LC3-I в изоформу LC3-II в течение
всего времени голодания в клетках дикого типа и
клетках с мутацией DES L345P выявило, что ско-
рость расходования изоформы LC3-I являлась оди-
наковой. Таким образом, можно констатировать от-
сутствие значимого влияния мутаций DES L345P на
процесс созревания аутофагосом, и предположить,
что в основе наблюдаемого эффекта лежит повыше-
ние скорости их деградации для своевременной ути-
лизации мутантных форм белка.

Анализ результатов иммуноцитохимического ис-
следования также выявил более высокий базальный
уровень изоформы LC3-II в клетках с мутацией по
сравнению с клетками дикого типа. Вопрос о приро-
де повышения базального уровня аутофагии в клет-
ках с мутацией остается открытым. Так как мутация
DES L345P приводит к формированию внутрикле-
точных белковых агрегатов, а ее присутствие в клет-
ках ведет к нарушению сборки десминовых фила-
ментов, можно предположить, что процесс аутофа-
гии в клетках С2С12 имеет большую интенсивность
еще до стимуляции бессывороточным голоданием

Рис. 4. Аутофагосомы в клетках С2С12, трансдуцированных DES дикого типа (ДТ, а) и его мутантом DES L345P (L345P, б),
после 4-часового сывороточного голодания. а, б – По данным иммуноцитохимии с окраской только нерастворимой фракции
белков, содержащей LC3-II, с использованием анти-LС3-антител; ядра окрашены DAPI (синий цвет), аутофагомомы – анти-
LC3-антителами (красный цвет); об.: 100×. в – График, отражающий количество LC3-II, которое определяли подсчетом чис-
ла аутофагосом в клетках с DES дикого типа (ДТ), в клетках с DES L345P (L345P) в отсутствие голодания (К, контроль) и после
4-часового сывороточного голодания; показаны средние значения и среднеквадратичные отклонения (вертикальные отрез-
ки), достоверность различий Р оценивали при помощи непараметрического критерия Манна–Уитни.
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для поддержания протеостаза мышечных клеток
(Ulbricht, Gehlert et al., 2015). Таким образом, при-
сутствие в мутантных клетках большего количества
аутофагосом может быть связано с повышением ба-
зового уровня аутофагии для утилизации белков с на-
рушенной конформацией (King, 2012). Важно также
отметить, что в клетках линии С2С12 вирусная транс-
дукция с использованием лентивирусных плазмид са-
ма по себе приводит к активации процесса аутофагии.

Механизм запуска процесса аутофагии различа-
ется в зависимости от тканевой принадлежности
клеток. Известно, что одним из основных сигналов к
запуску процесса аутофагии в мышечных клетках
является наличие белковых агрегатов, которые не-
обходимо удалить из клетки для обеспечения под-
держания гомеостаза, а также для поддержания
структурной и функциональной целостности клетки
(Bravo-San Pedro, Kroemer et al., 2017). В нашей рабо-
те мы использовали мутацию гена DES L345P, кото-
рая ассоциирована с наиболее клинически выра-
женными фенотипическими проявлениями десми-
новой кардиомиопати и миопатии (Capetanaki,
Papathanasiou et al., 2015). Наличие в организме этой
мутации препятствует правильной сборке десмино-
вых филаментов, что ведет к образованию в клетке
миофибриллярных агрегатов. Можно предполагать,
что интенсификация процесса аутофагии в мутант-
ных мышечных клетках линии С2С12 предотвраща-
ет накопление образовавшихся агрегатов, защищает

клетку от нарушения функциональной целостности
и способствует сохранению гомеостаза. В связи с
этим процесс аутофагии в настоящее время активно
рассматривается в качестве одной из мишеней для
терапевтического воздействия при лечении мио-
фибриллярных миопатий, в частности, путем при-
менения активаторов и блокаторов аутофагии (Gru-
mati, Coletto et al., 2011; Perrone, Squillaro et al., 2019).

Итак, в настоящей работе нами было показано,
что трансдукция клеток линии С2С12 лентивирус-
нымии конструкциями, несущими мутантую форму
DES L345P, проявляется в повышении базального
уровня образования аутофагосом. В клетках линии
С2С12 динамика уменьшения изоформы LC3-I при
переходе в изоформу LC3-II с накоплением послед-
ней за 2 ч бессывороточного голодания и последую-
щей деградацией при увеличении времени голода-
ния отражает нормальный процесс аутофагии в
клетках, трансдуциированных геном DES дикого ти-
па. Мутация DES L345P приводит к индукции про-
цесса аутофагии с клетках С2С12, что отражается в
повышенном базальном содержании аутофагосом и
ускорении утилизации изоформы LC3-II по сравне-
нию с клетками, трансдуцированными DES дикого
типа. В продолжение данной работы планируется
исследовать действие ингибиторов и активаторов
аутофагии, таких как хлорокин, вортманин, пепста-
тин, рапамицин.

Рис. 5. Сравнение базовых уровней аутофагии в клетках С2С12, не подвергшихся стимуляции аутофагии, по данным Вестерн-
блот-анализа (I) и в клетках, трансдуцированных различными формами гена десмина по данным иммуноцитохимии (IIг). II:
а–в – Окраска только нерастворимой фракции белков, содержащей LC3-II, анти-LС3-антителами в нетрансдуцированных
клетках (НТК, a), в клетках, трансдуцированных DES дикого типа (ДТ, б) и его мутантом DES L345P (L345P, в); ядра окраше-
ны DAPI (синий цвет), аутофагомомы – анти-LC3-антителами (красный цвет), об.: 100×. На графиках базовые уровни пока-
заны относительно НТК, даны средние значения и среднеквадратичные отклонения (вертикальные отрезки); достоверность
различий Р оценивали при помощи непараметрического критерия Манна–Уитни.
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L345P DES Mutation and Its Influence on the Dynamics of Autophagy Process
in Muscle Cells C2C12
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The autophagy process plays an important role in сell cycle, in particular, in the maintenance of proteostasis. In
muscle cells, the autophagy process is highly dynamic due to the need for constant updating of the collapsing pro-
teins of the Z-disk area during muscle contraction. In this case, intermediate filaments (IF) play a major role in
maintaining the structural and functional integrity of the muscle cell, so the violation of the structure of many of
them leads to a change in the dynamics of the autophagy process. In particular, destruction of desmin filaments in
C2C12 cell line leads to a significant increase in the rate of degradation of cellular components due to the process of
autophagy. It has been shown that in cells with DES L345P mutation compared to wild type cells (WT) the amount
of LC3-II protein is two times less than in cells with desmin WT after starvation for 2 and 4 h. This increase in the
rate of degradation of intracellular components is associated with an increase in the base level of the autophagy pro-
cess by the removal of mutant forms of desmin protein from the cell, which in the presence of DES L345P mutation
is polymerizes into aggregates.

Keywords: autophagy, intermediate filaments, muscle cells, desmin, mutations, LC3, L345P
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