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Методами гель-электрофореза в денатурирующих условиях и иммуноблотинга изучены измене-
ния в содержании основных белков кальпаиновой системы (Са2+-активируемой протеазы μ-каль-
паина и фрагментов ее аутолиза, ингибитора кальпастатина) и субстратов μ-кальпаина (гигант-
ских белков саркомерного цитоскелета – титина и небулина) в скелетных мышцах (m. gastrocne-
mius, m. soleus, m. longissimus dorsi) крыс, алкоголизированных в течение 3 мес. разными методами:
с использованием агара, содержащего 30% этанола, и сбалансированного по питательным веще-
ствам жидкого корма, содержащего 5% этанола. У алкоголизированных крыс обеих групп не заре-
гистрировано уменьшения соотношения масса мышцы/масса тела, указывающего на развитие
атрофии, повышенного аутолиза μ-кальпаина, свидетельствующего об увеличении активности это-
го фермента, изменения содержания интактного титина (Т1), небулина, μ-кальпаина и кальпаста-
тина, а также общей активности кальпаинов, измеренной с использованием Calpain Activity Assay
Kit. С использованием флуоресцентного красителя фосфатных групп белков Pro-Q Diamond не вы-
явлено изменений общего уровня фосфорилирования титина в мышцах крыс алкогольных групп.
Статистически значимых различий в содержании мРНК титина и небулина в скелетных мышцах
контрольных крыс и алкоголизированных с использованием агара не обнаружено. У крыс, алкого-
лизированных методом жидкого корма, уровень мРНК титина и небулина увеличился в 1.5–2.5 ра-
за, возможно, из-за более высокого содержания жиров в таком рационе. Представленные данные
могут быть полезны при выборе модели хронической алкоголизации животных.
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Дисбаланс между синтезом и распадом белков,
вызванный хронической алкогольной интоксика-
цией, лежит в основе развития алкогольной мио-
патии [1, 2], которая сопровождается атрофиче-
скими изменениями в скелетных мышцах как че-
ловека [3–6], так и животных [1, 7, 8]. На фоне этих
изменений в мышцах снижается общее содержа-
ние РНК и ряда белков толстых и тонких нитей [7,
9–11]. Ранее мы выявили важную роль μ-кальпаи-
на в развитии атрофии скелетных мышц крыс, хро-
нически алкоголизированных в течение 6 мес. [11].

Кальпаины – семейство распространенных
цитозольных Са2+-активируемых цистеиновых
протеаз [12]. К настоящему времени у млекопита-
ющих известно 16 компонентов кальпаиновой

системы: 15 протеаз и ингибитор кальпаинов –
кальпастатин [13, 14]. В поперечно-полосатых
мышцах животных основными по содержанию яв-
ляются μ-кальпаин (активируется в присутствии
микромолярных концентраций ионов кальция –
2–200 мкМ) и m-кальпаин (активируется при суб-
миллимолярных концентрациях ионов кальция –
400–800 мкМ) [13, 15]. μ-Кальпаин подвергается
процессингу (аутолизу) в присутствии ионов Ca2+

[15–17]. Протеолитическая активность фермента,
как показано in vitro, при этом повышается [15].

Миофибриллярные белки толстых и тонких
нитей мышечных саркомеров, в том числе титин
и небулин – гигантские белки саркомерного ци-
тоскелета, расщепляются кальпаинами, в частно-
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сти μ-кальпаином [13, 18]. Предполагается, что
обмен белков в мышечных клетках инициируется
кальпаинзависимым протеолизом титина, небу-
лина и других саркомерных белков с последую-
щей деградацией протеолитических фрагментов
до аминокислотных остатков по убиквитин-про-
теасомному пути [14]. Ранее мы зарегистрировали
повышенный аутолиз μ-кальпаина в m. soleus и
m. gastrocnemius крыс, хронически алкоголизиро-
ванных в течение 6 мес. [11]. Эти изменения со-
провождались снижением содержания титина и
небулина, гиперфосфорилированием титина,
атрофией мышц задних конечностей, а также
снижением экспрессии генов титина и небулина
в m. gastrocnemius.

Нами изучены изменения протеолитической
активности μ-кальпаина, содержания титина, не-
булина, кальпастатина, экспрессии генов титина
и небулина, а также степени фосфорилирования
титина в скелетных мышцах (m. soleus, m. gastroc-
nemius и m. longissimus dorsi) крыс, хронически
алкоголизированных в течение 3 мес. с использо-
ванием двух различных методик.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Хроническая алкоголизация крыс. В работе ис-
пользовали самцов крыс линии Wistar. Масса
каждого животного в начале эксперимента со-
ставляла 150 ± 5 г. Животных содержали в отдель-
ных клетках в условиях вивария Института теорети-
ческой и экспериментальной биофизики (ИТЭБ)
РАН и Института биофизики клетки (ИБК) РАН
(г. Пущино, Московская обл.). Проведение опы-
тов на животных одобрено Комиссиями по био-
медицинской этике ИТЭБ РАН и ИБК РАН. Хро-
ническую алкоголизацию животных проводили в
течение 3 мес., используя два метода: 1) метод “I”
[19] ‒ крысы получали воду, содержащую 10%
этанола, а также агаровые блоки с 30%-ным со-
держанием этанола (по пять животных в кон-
трольной и опытной группах, среднесуточное
потребление этанола 26.6 ± 3.0 г/кг/сутки; и
2) метод “II” [20] – животные получали сбалан-
сированный по питательным веществам жидкий
корм, содержащий 5% этанола (по четыре крысы
в контрольной и опытной группах, среднесуточ-
ное потребление этанола 19.1 ± 2.0 г/кг/сутки.

Крысы, алкоголизированные по методу “I”, и
контрольные животные получали стандартный су-
хой корм: сырой протеин – не менее 19%, сырой
жир – не более 5%, сырая зола – не более 9%, сы-
рая клетчатка – не более 4%, кальций – 1.8%, фос-
фор – 1.1%, витамин А – не менее 5000 МЕ/кг, ви-
тамин D – не менее 500 МЕ/кг, витамин E – не
менее 30 МЕ/кг, влажность – не более 13.5%;
энергетическая ценность – 295 ккал/100 г (ООО
“Лабораторкорм”, Москва, Россия).

Содержание питательных веществ в жидком
корме животных, алкоголизированных по методу
“II”, было следующим: белки – 28.2, жиры –
29.9, клетчатка – 7.2, зола – 5.4, углеводы – 25.5%,
влажность менее 10%. Энергетическая ценность –
1000 ккал/л. Содержание питательных веществ в
жидком корме контрольных для этой группы жи-
вотных, было следующим: белки – 16.7, жиры –
17.7, клетчатка – 4.3, зола – 3.3, углеводы – 54.3%,
влажность менее 10%. Энергетическая ценность –
1000 ккал/л. Жидкий корм, который получали
животные обеих групп, содержал жирные кисло-
ты, минералы, витамины и другие ингредиенты
(более подробно состав корма см. на сайте
http://www.bio-serv.com/product/LD82SP.html).

В крови крыс, алкоголизированных по методу
“II” [20], содержание этанола, измеренное с по-
мощью набора Ethanol FS (DiaSys), составило
25.9 ± 4.8 мМ. Содержание этанола в крови крыс,
алкоголизированных по методу “I” [19], не опре-
деляли.

При моделировании алкогольной миопатии
по методу “I” [19] привыкание животных к алко-
голю формировали постепенно, увеличивая со-
держание этанола в питьевой воде и агаре. В част-
ности, в течение первых 3 суток содержание эта-
нола в воде составляло 5%, после 3 суток и до
окончания эксперимента – 10%. Содержание эта-
нола в агаре увеличивали на 5% каждые 3 суток
(до конечной концентрации 30%).

После завершения периода хронической алко-
голизации животных взвешивали и выводили из
эксперимента путем эвтаназии, используя препа-
рат Золетил (“Virbac Sante Animale”, Франция) из
расчета 25 мг/кг веса животного, что трехкратно
превышает терапевтическую дозу (7–8 мг/кг).
Камбаловидную мышцу m. soleus (содержит пре-
имущественно медленные волокна типа I), лате-
ральную и медиальную головки икроножной
мышцы (m. gastrocnemius, содержит преимуще-
ственно быстрые волокна типа II) вырезали и
взвешивали. Спинную мышцу longissimus dorsi
(содержит волокна обоих типов) вырезали из по-
яснично-крестцового отдела. Эту мышцу из-за
невозможности ее полного изъятия не взвешива-
ли. Мышцы замораживали в жидком азоте и хра-
нили при температуре –75°С.

Выделение РНК. РНК из мышечной ткани вы-
деляли с использованием набора AurumTM Total
RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (“Bio-Rad”,
США) согласно протоколу изготовителя. Каче-
ство РНК определяли по сохранности 18S и 28S
рРНК с помощью электрофореза в 1%-ном ага-
розном геле. Концентрацию РНК определяли
спектрофотометрически с помощью NanoDrop
ND-1000 (“NanoDrop Technologies”, США). Рас-
твор РНК хранили при температуре –75°С.

Обратная транскрипция и ПЦР в режиме реаль-
ного времени. Реакцию обратной транскрипции



76

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 1  2019

ГРИЦЫНА и др.

проводили на суммарной РНК (концентрация
0.2 мкг/мкл) с использованием обратной тран-
скриптазы MMLV (“Евроген”, Россия) и стандарт-
ного праймера олиго-dT12. Полученную кДНК ис-
пользовали для проведения ПЦР. Ген GAPDH,
кодирующий глицеральдегид-3-фосфат-дегид-
рогеназу, использовали в качестве референсно-
го. Нуклеотидные последовательности прайме-
ров к генам титина, небулина и референсному
гену GAPDH синтезированы фирмой “Евроген”
(Россия) (таблица). Праймеры подбирали с помо-
щью программы Vector NTI Advance 11. ПЦР в ре-
альном времени проводили на амплификаторе
ДТ-322 (“ДНК-Технология”, Россия) c использо-
ванием Tersus ДНК-полимеразы (“Евроген”) и
флуоресцентного красителя SYBR Green I (“Invi-
trogen”, США). Режим ПЦР был следующим:
1) “горячий старт” – 95°C, 5 мин; 2) денатурация –
95°C, 15 с; 3) отжиг праймеров – 64°C, 20 с;
4) элонгация – 72°C, 20 с. Этапы 2–4 повторяли
35 раз. Изменение экспрессии генов рассчитыва-
ли по методу 2–ΔΔСt [21]. Значения ΔΔСt рассчиты-
вали по формуле ΔΔСt = ΔСt (контроль) – ΔСt
(опыт). Каждое значение ΔСt рассчитывали по
формуле ΔСt = Сt (исследуемый ген) – Сt (рефе-
ренсный ген). Продукты амплификации разделяли
в 2%-ном агарозном геле. Ампликоны выделяли из
геля согласно протоколу Cleanup Standard (“Евро-
ген”). Фрагменты ДНК секвенировали в “Евроген”.

Гель-электрофорез в денатурирующих условиях
и иммуноблотинг кальпаина и кальпастатина. μ-
Кальпаин выделяли из скелетных мышц крысы
согласно [16]. Кальпастатин и референсный бе-
лок GAPDH выделяли с использованием лизиру-
ющего буфера (12 мM Трис-HCl, 1.2% додецил-
сульфата Na (ДСН), 5 мM EGTA, 10% глицерина,
2% β-меркаптоэтанола, 5 мкг/мл леупептина или
E64, pH 7.0). Образцы белка нагревали при 95°С в
течение 4 мин. На дорожки наносили одинаковые
объемы образцов, выровненных по концентра-
ции суммарного белка. Концентрацию суммар-
ного белка определяли методом Бредфорда по
протоколу изготовителя (“Силекс”, Россия), ис-
пользуя в качестве стандарта бычий сывороточный
альбумин. ДСН-электрофорез μ-кальпаина прово-
дили по методу [22] в 6.5%-ном ПААГ, кальпаста-

тина и GAPDH – в 9.5%-ном. Белки переносили из
геля на PVDF-мембрану. Использовали первичные
антитела к μ-кальпаину (“Abcam”, ab28258, разве-
дение 1 : 4000), кальпастатину (“Abcam”, ab28252,
Англия, разведение 1 : 3000) и GAPDH (“Abcam”,
ab37168, разведение 1 : 2000). В качестве вторичных
антител использовали антитела, конъюгирован-
ные со щелочной фосфатазой (“Abcam”, ab6722,
разведение 1 : 3000). Для визуализации белковых
полос использовали раствор NBT/BCIP (“Roche”,
Германия).

ДСН-гель-электрофорез титина и небулина.
Для электрофоретического разделения небулина
(мол. масса 770 кДа) и высокомолекулярных изо-
форм титина-1 (Т1, мол. масса 3300–3700 кДа)
скелетных мышц [23] использовали крупнопори-
стый 2.1–2.2%-ный ПААГ с ДСН и 0.5%-ным со-
держанием агарозы, приготовленный по методу
Татсуми–Хаттори [24] с нашими модификация-
ми [25]. Пробы подготавливали с использованием
метода, исключающего нагревание выше 40°С
[25] для предотвращения разрушения титина.

Определение уровня фосфорилирования титина.
Уровень фосфорилирования титина оценивали с
помощью флуоресцентного красителя фосфат-
ных групп белков Pro-Q Diamond (“Invitrogen”)
по методу [26] c незначительными модификация-
ми, описанными ниже. После электрофореза гель
фиксировали в течение 12–18 ч в растворе, содер-
жащем 50% этанола и 10% уксусной кислоты.
После отмывки в течение 30 мин в дистиллиро-
ванной воде гель окрашивали в течение 1.5 ч кра-
сителем Pro-Q Diamond, затем отмывали в гото-
вом растворе (Pro-Q® Diamond Phosphoprotein
Gel Destaining Solution) в течение 1.5 ч. Полосы
титина, содержащие фосфатные группы, визуа-
лизировали с помощью системы гель-документи-
рования и оценки содержания фосфатных групп в
белках (Pharos FX Plus Molecular Image, “Bio-
Rad”, США). Далее гели окрашивали Coomassie
Brilliant Blue G-250 и R-250 (“Serva”, Германия),
смешанными в cоотношении 1 : 1 для контроль-
ной оценки содержания белка.

Определение активности кальпаинов. Актив-
ность кальпаинов в белковых экстрактах скелет-
ных мышц определяли методом флуоресцентной

Таблица 1. Пары праймеров для ПЦР в реальном времени

Примечание. F – прямой праймер, R – обратный праймер.

Праймер Нуклеотидная последовательность Размер продукта, п.н.

Ttn F
Ttn R

CAGCAGCCAAGAAAGCCGCT
CACCACTCTGATACTCTGAGGCTCTG

71

Neb F
Neb R

CACCAGAAATCATGTTGGCG
GCTTCGCAAGTCATAGCCTT

104

Gapdh F
Gapdh R

GCAAGAGAGAGGCCCTCAG
TGTGAGGGAGATGCTCAGTG

74
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спектрофотометрии с использованием набора
Calpain Activity Assay Kit (“Abcam”) согласно про-
токолу изготовителя. Измерения проводили на
многофункциональном микропланшетном флуо-
риметре Infinite F200 (“Tecan”, Австрия).

Денситометрия и статистическая обработка дан-
ных. Отмытые гели и мембраны сканировали,
оцифровывали, а затем проводили денситометри-
ческую обработку с помощью компьютерной про-
граммы Total Lab v1.11. Содержание титина и небу-
лина оценивали по отношению к содержанию тя-
желых цепей миозина [27]. С этой целью значения
оптической плотности титина и небулина соотно-
сили со значениями оптической плотности тяже-
лых цепей миозина. Известно, что белки толстых и
тонких нитей (миозин, титин, небулин) связаны в
саркомере друг с другом в определенном соотно-
шении (в частности, шесть молекул титина на каж-

дую миозиновую нить в половине саркомера) [28].
Этот способ оценки содержания титина и небули-
на широко используется, он более точен, чем ме-
тод определения содержания этих белков исходя
из суммарного белка в пробе.

Статистическую обработку данных проводили
с использованием непараметрического U-крите-
рия Манна–Уитни, значения в контроле прини-
мали за 100%. При определении изменений со-
держания титина и небулина, а также уровня
фосфорилирования титина рассчитывали сред-
нее контрольное значение по результатам, полу-
ченным при использовании не менее трех кон-
трольных образцов. Стандартные отклонения
при этом не превышали 5, 7 и 10% для небулина,
титина и уровня фосфорилирования титина соот-
ветственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Не обнаружено статистически значимых раз-
личий в массе m. soleus, m. gastrocnemius и массе те-
ла контрольных и алкоголизированных по методу
“II” крыс (данные не показаны). Cравнение пара-
метра “масса мышц/масса тела животного”, ха-
рактеризующего развитие гипертрофических (при
увеличении соотношения) или атрофических (при
снижении соотношения) изменений у контроль-
ных крыс и у животных, алкоголизированных по
методу “II”, также не выявило статистически зна-
чимых различий.

Обнаружено статистически значимое умень-
шение (на 10%, р ≤ 0.05) (рис. 1а) массы тела крыс,
алкоголизированных по методу “I”, что согласу-
ется со сходными изменениями массы тела после
14 недель хронической алкоголизации, проведен-
ной аналогичным способом [19]. Не выявлено
статистически значимых различий в массе m. gas-
trocnemius, а также параметра “масса m. gastro-
cnemius/масса тела животного” у контрольных и
алкоголизированных по методу “I” крыс (данные
не показаны), однако отмечено снижение (на
16.7%, р ≤ 0.05) массы m. soleus у крыс этой алко-
гольной группы. При этом отсутствовали стати-
стически значимые различия в параметре “масса
m. soleus/масса тела животного” у контрольных
крыс и алкоголизирванных по методу “I” (рис. 1б).
Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют об отсутствии атрофических измене-
ний в исследованных мышцах задних конечно-
стей крыс, алкоголизированных в течение 3 мес. c
использованием двух различных методик.

Принимая во внимание полученные нами ре-
зультаты, а также данные о том, что атрофические
изменения в m. soleus и m. gastrocnemius крыс, ал-
коголизированных в течение 6 мес., сопровожда-
лись увеличением содержания аутолитического
фрагмента μ-кальпаина [11], мы не ожидали об-
наружить повышения аутолиза μ-кальпаина в

Рис. 1. Изменение массы тела (а) и отношения “масса
m. soleus/масса тела животного” (б) у крыс, алкоголи-
зированных по методу “I” *р ≤ 0.05.
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скелетных мышцах крыс после хронической ал-
коголизации в течение 3 мес. Действительно, ме-
тодом иммуноблотинга не выявлено статистиче-
ски значимых различий в содержании интактного
μ-кальпаина (мол. масса 80 кДа) и фрагмента его
аутолиза (мол. масса 78 кДа) в m. gastrocnemius у
крыс контрольных и алкоголизированных групп
(рис. 2а). Не обнаружено различий в содержании
интактного μ-кальпаина в m. soleus и m. longissimus
dorsi крыс исследуемых групп (рис. 2а). По дан-
ным иммуноблотинга в этих скелетных мышцах
отсутствовал аутолитический фрагмент μ-каль-
паина. Этот феномен интересен тем, что аутоли-
зированная форма μ-кальпаина была представле-
на как в m. soleus [11], так и в m. longissimus dorsi бо-
лее взрослых крыс, хроническая алкоголизация
которых продолжалась 6 мес. (неопубликованные
данные). Вполне вероятно, что в мышцах с доста-
точно высоким содержанием медленных волокон,
аутолитические изменения μ-кальпаина менее ин-
тенсивны и более зависимы от возраста животного,
чем в мышцах с бóльшим количеством быстрых во-
локон. Несомненно, что для выяснения причин и

закономерностей этих различий необходимы до-
полнительные исследования.

Методом иммуноблотинга в скелетных мыш-
цах контрольных и алкоголизированных живот-
ных не выявлено статистически значимых раз-
личий в содержании кальпастатина (рис. 2б), по-
липептиды которого в разных тканях имеют
молекулярные массы 34–300 кДа [13]. Флуори-
метрические измерения, проведенные с исполь-
зованием Calpain Activity Assay Kit (“Abcam”),
также не выявили различий в общей активности
кальпаинов в белковых экстрактах скелетных
мышц крыс исследованных групп (рис. 3).

Данные о содержании μ-кальпаина и кальпас-
татина в скелетных мышцах контрольных живот-
ных и крыс, алкоголизированных по методу “I”,
не приведены. Статистически значимых разли-
чий в содержании μ-кальпаина, его аутолитиче-
ского фрагмента и кальпастатина в скелетных
мышцах крыс контрольных и алкоголизирован-
ных групп не выявлено.

Таким образом, полученные результаты указы-
вают на отсутствие изменений в содержании μ-

Рис. 2. Иммуноблотинг μ-кальпаина (а) и кальпастатина (б) скелетных мышц крыс: контрольных и алкоголизирован-
ных по методу “II”. Содержание μ-кальпаина (80 кДа) и его аутолизированного фрагмента (78 кДа) в m. gastrocnemius
крыс контрольной группы составило: 75.9 ± 3.8 и 24.1 ± 3.8 соответственно; в “алкогольной” группе – 70.3 ± 6.5 и
29.7 ± 6.5 соответственно. Соотношение содержания μ-кальпаина и кальпастатина в скелетных мышцах крыс алкого-
лизированной группы и в мышцах крыс контрольной группы – 108.8 ± 10.8 и 98.3 ± 3.4 (m. longissimus dorsi), 96.8 ± 16.6 и
106 ± 4.3 (m. gastrocnemius), 100.8 ± 9.5 и 98 ± 6.7 (m. soleus) соответственно.
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кальпаина и кальпастатина, а также в протеолити-
ческой активности μ-кальпаина в скелетных мыш-
цах крыс, алкоголизированных в течение 3 мес. с
помощью двух различных методик. Наши резуль-
таты согласуются с данными [29] об отсутствии
изменений в активности μ- и m-кальпаинов в
мышцах задних конечностей крыс, алкоголизи-
рованных в течение 6 недель по методу “II”.

На рис. 4 и рис. 5 представлены результаты
электрофоретического анализа содержания тити-

на и небулина (субстратов кальпаинов) в скелет-
ных мышцах крыс контрольных и алкоголизиро-
ванных групп. Принимая во внимание данные об
отсутствии изменений общей активности кальпа-
инов и повышенного аутолиза μ-кальпаина, мы
не ожидали обнаружить снижение содержания
гигантских белков саркомерного цитоскелета.
Действительно, не выявлено статистически зна-
чимых изменений в содержании небулина и изо-
форм интактного Т1 (NT, N2A) в скелетных
мышцах крыс двух алкоголизированных групп
(рис. 4, рис. 5б). При этом в m. soleus крыс, алко-
голизированных по методу “II”, наблюдали уве-
личение содержания протеолитических Т2-фраг-
ментов (в ~1.3 раза, р ≤ 0.01) (pис. 4б, рис. 5б), что
свидетельствует о повышенном обмене белка в
камбаловидной мышце. Повышенный (в 2.5 раза,
р ≤ 0.01) уровень экспрессии гена титина в этой
мышце (рис. 6б) может обеспечить повышение
синтеза этого белка, тогда как увеличенная дегра-
дация может быть следствием изменения уровня
фосфорилирования титина и связанного с этим
изменения чувствительности к протеолизу.

Способность титина к фосфорилированию
in vivo была показана в 1988 году [30]. К настояще-
му времени известно, что титин фосфорилирует-
ся протеинкиназами PKА [31, 32], PKG [32], PKC
[33], ERK1/2 [34], а также Ca2+/кальмодулинза-
виcимой киназой [35]. Установлено, что чувстви-
тельность белковых субстратов к протеолизу
кальпаинами изменяется в зависимости от уровня
их фосфорилирования. В частности, опосредован-
ное PKA фосфорилирование тpопонина-I снижа-
ло его чувствительность к деградации μ-кальпаи-
ном, тогда как фосфорилирование РКС, наоборот,
увеличивало чувствительность тpопонина-I к про-
теолизу [36]. Прямых экспериментальных под-
тверждений, свидетельствующих об изменении
чувствительности титина к протеолизу при изме-
нении уровня его фосфорилирования, мы не об-
наружили. Однако имеются косвенные данные,
указывающие на то, что гиперфосфорилирование
титина сопровождается увеличением протеолити-
ческой деградации этого белка. В частности, c ис-
пользованием флуоресцентного красителя фос-
фатных групп белков Pro-Q Diamond показано,
что атрофические изменения в m. gastrocnemius
мышей в условиях реальной микрогравитации со-
провождались не только снижением содержания
титина, но и увеличением (в 1.3 и 3.3 раза, р ≤ 0.01)
степени фосфорилирования Т1 и Т2 соответствен-
но [37]. Аналогичные изменения уровня фосфо-
рилирования Т1 и Т2, сопровождающиеся повы-
шенным протеолизом интактного титина, обна-
ружены при развитии индуцируемой алкоголем
атрофии в m. gastrocnemius и m. soleus крыс [11].
Известны результаты, полученные c применени-
ем моноклональных антител к фоcфоcеpину pS26,
согласно которым трехкратное увеличение степе-
ни фосфорилирования PEVK-участка (располо-

Рис. 3. Суммарная активность кальпаинов в белковых
экстрактах скелетных мышц крыс, алкоголизирован-
ных c использованием методов “I” (а) и “II” (б). Дан-
ные, представленные в процентах относительно кон-
трольных значений, принятых за 100%, получены с
использованием набора Calpain Activity Assay Kit
(“Abcam”).
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жен в зоне I молекулы) титина в четырехглавой
мышце бедра пациентов c синдромом Элеpcа–
Данлоcа сопровождалось снижением (на ~20%)
содержания этого белка [38]. Учитывая наши ре-
зультаты и опубликованные данные, мы предпо-
ложили, что гиперфосфорилирование титина, в
основном Т2-фрагмента его молекулы, способ-
ствует увеличению чувствительности этого белка
к протеолизу [11].

Нами не обнаружено статистически значимых
различий в уровне фосфорилирования Т1 и Т2 в
m. soleus контрольных и алкоголизированных по
методу “II” крыс (рис. 5а (Pro-Q Diamond), рис. 7б).
Аналогичные результаты получены и для других
скелетных мышц крыс всех исследованных групп
(рис. 7). Таким образом, полученные результаты не
позволяют сделать обоснованного заключения о
роли фосфорилирования титина в повышенном об-
мене этого белка в камбаловидной мышце крыс, ал-
коголизированных по методу “II” (рис. 4б, рис. 5б).

Обсуждая изменение экспрессии генов титина
и небулина в скелетных мышцах крыс, алкоголи-
зированных разными методами, следует обратить
внимание на следующее. При некой тенденции к
снижению экспрессии генов титина и небулина
не выявлено статистически значимых различий в
экспрессии генов этих белков в скелетных мыш-
цах контрольных и алкоголизированных по мето-
ду “I” крыс (pис. 6а). Напротив, в мышцах крыс,
алкоголизированных по методу “II”, экспрессия

Рис. 4. Содержание титина и небулина в скелетных
мышцах крыс, алкоголизированных по методу “I” (а)
и методу “II” (б). Данные представлены в процентах
относительно контрольных значений, принятых за
100%. *р ≤ 0.01. Т1 – интактный титин; Т2 – протео-
литические фрагменты интактного Т1.
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ские фрагменты интактного Т1; NT, N2A – изофор-
мы интактного Т1.
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генов титина и небулина была в 1.5–2.5 раза вы-
ше, чем в контроле (pис. 6б). Индуцированные
алкоголем разнонаправленные изменения экс-

прессии генов саркомерных (миозина, титина,
небулина) и других (в том числе μ-кальпаина и
кальпастатина) белков поперечно-полосатых
мышц ранее были обнаружены у человека [2] и
животных [9, 11, 39–41]. Эти данные свидетель-
ствуют о сложных механизмах регуляции экс-
прессии генов мышечных белков при хрониче-
ской алкогольной интоксикации.

Причина различий в экспрессии генов титина
и небулина в исследованных нами мышцах крыс,
алкоголизированных разными методами (рис. 6),
не ясна, однако можно сделать следующее пред-
положение. Известно, что липиды играют важ-
ную роль в модуляции мышечной массы, участвуя
в регуляции активности анаболических и катабо-
лических сигнальных путей (см. [42]). Возможно,
свой вклад в увеличение экспрессии генов титина и
небулина в мышцах крыс, алкоголизированных по
методу “II”, внесло более высокое содержание
жиров в жидком корме, чем в сухом (см. Экспери-
ментальную часть). Для выяснения молекуляр-
ных механизмов этих изменений необходимы до-
полнительные исследования.

Подводя итог, можно отметить следующее. Не
зарегистрировано атрофических изменений в
скелетных мышцах крыс, алкоголизированных в
течение 3 мес разными методами. Не обнаружено
повышенного аутолиза μ-кальпаина, изменений
общей активности кальпаинов, содержания ин-
тактного титина, небулина, μ-кальпаина и каль-
пастатина, а также уровня фосфорилирования
титина в скелетных мышцах хронически алкого-
лизированных крыс. Выявлено повышение (в
1.5–2.5 раза) экспрессии генов титина и небулина
в скелетных мышцах крыс, алкоголизированных
по методу “II”. Полученные данные могут быть
полезны при выборе модели хронической алкого-
лизации животных.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания Института теоретической и эксперимен-

Рис. 6. Изменение уровня экспрессии генов титина и небулина в скелетных мышцах крыс, алкоголизированных по методу
“I” (а) и “II” (б). Данные представлены в процентах относительно контрольных значений, принятых за 100%. *р ≤ 0.01.
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DIFFERENCES IN EXPRESSION OF TITIN AND NEBULIN GENES 
IN SKELETAL MUSCLES OF RATS CHRONICALLY ALCOHOLIZED

BY DIFFERENT METHODS 
Yu. V. Gritsyna1, *, A. D. Ulanova1, 2, N. N. Salmov1, A. G. Bobylev1, 2,

V. K. Zhalimov3, I. M. Vikhlyantsev1, 2

1Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Pushchino, Moscow Region, 142292 Russia

2Pushchino State Institute of Natural Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
3Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142292 Russia

*e-mail: gri23.86@mail.ru

The changes in levels of Ca2+-activated protease μ-calpain, its autolized fragments, its inhibitor сalpastatin,
and its substrates titin and nebulin were studied in m. gastrocnemius, m. soleus, m. longissimus dorsi of rats that
underwent chronic treatment with alcohol for 3 months. Here we compare effects of two common diets, one
with agar containing 30% ethanol and one based on a nutrient-balanced liquid feed containing 5% ethanol.
No changes in “muscle mass/body weight” parameter reflecting the atrophy, in autolysis of μ-calpain, in the
content of intact titin, nebulin, μ-calpain and calpastatin, the total activity of calpains or the level of total titin phos-
phorylation were detected in any of two tested diets. In muscles of animals on alcohol-containing liquid feed, the
levels of mRNA encoding titin and nebulin were increased 1.5–2.5 times as compared to control and ethanol-con-
taining agar fed animals. These differences could be possibly attributed to higher contents of the lipids in the liquid
feed as compared to standard dry diet which accompany the treatment with ethanol-containing agar.

Keywords: chronically alcoholized rats, skeletal muscles, titin, nebulin, μ-calpain, calpastatin
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