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Сфинголипиды являются структурными компонентами клеток и внутриклеточ-
ными мессенджерами. Роль сфинголипидов, в том числе церамида, в регуляции
мышечной пластичности не изучена. Цель работы – исследовать влияние инги-
битора каталитического пути образования церамида на экспрессию тяжелых це-
пей миозина (ТЦМ, MyHC), атрофию и уровень протеинов mTOR/p-mTOR
(Ser2484)/p70S6k (Thr389) в постуральной мышце голени (m. soleus) в условиях
функциональной разгрузки. Работа выполнена на крысах-самцах Вистар массой
180–230 г. Для воспроизведения разгрузки использовали модель антиортостати-
ческого вывешивания (АОВ). Определяли признаки атрофии мышц (масса, диа-
метр Ферета), уровни церамида (ТСХ), протеинов сигнальной системы mTOR
(вестерн-блоттинг) и экспрессию “быстрых” и “медленных” изоформ тяжелых
цепей миозина (ПЦР в реальном времени, иммунофлуоресцентное исследова-
ние). Установлено, что в m. soleus при вывешивании наблюдается снижение
уровней р-mTOR (Ser2484) и p70S6k (Thr389), которое предотвращается введени-
ем ингибитора кислой сфингомиелиназы (aSMase) кломипрамина. Сдвиг мышеч-
ного фенотипа в сторону экспрессии “быстрых” изоформ миозина (MyHC IIB и
MyHC II d/x), характерный для АОВ, также устраняется кломипрамином, а сте-
пень атрофии мышцы под действием препарата уменьшается. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о роли сфинголипидных механизмов в нарушении
mTOR-сигналинга, регуляции экспрессии “быстрых” изоформ миозина и разви-
тии атрофии мышц при их функциональной разгрузке.
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Необходимость постоянной адаптации к повышению или снижению сократи-
тельной активности эволюционно сформировало одну из ведущих характеристик
скелетных мышц – высокую степень пластичности, которая реализуется посред-
ством реорганизации сигнальных механизмов, поддерживающих как определен-
ный мышечный фенотип, так и баланс анаболических/катаболических и проапо-
птотических/антиапоптотических процессов, от которых зависит мышечная масса
[1–3]. Длительная адаптация к физическим нагрузкам или, напротив, к дефициту
двигательной активности (гиподинамия, невесомость, иммобилизация) изменяет
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структурно-функциональную организацию скелетной мышцы, максимально при-
спосабливая ее к изменившимся условиям [4–7]. Однако, будучи целесообразной
на определенном (раннем) этапе разгрузки, такая адаптация несет и ряд негатив-
ных последствий, требующих применения профилактических мер, препятствую-
щих переходу адаптивных перестроек в дезадаптивные.

Механизмы мышечной пластичности в условиях гравитационной разгрузки ши-
роко обсуждаются в литературе [1, 2, 6]. К настоящему времени определены неко-
торые звенья внутриклеточных сигнальных систем, регулирующих пластичность
мышц в условиях функциональной разгрузки, а также при последующем восста-
новлении двигательной активности [8, 9].

Роль сфинголипидов в регуляции пластичности мышц практически не изучена.
Между тем, накапливается все больше данных, свидетельствующих о том, что
сфинголипиды, включая церамид, играют ключевую роль в регуляции функций
скелетных мышц как структурно-функциональные компоненты клеточных мем-
бран и внутриклеточные мессенджеры [10]. Установлено, что церамид повышает
утомляемость мышц, снижает силу сокращений, усиливает прооксидантную ак-
тивность, ингибирует синтез белков, негативно влияет на функции митохондрий,
способствует индукции апоптоза и инсулинорезистентности [11–13]. Необходимо
отметить, что эффекты функциональной разгрузки скелетных мышц при их неис-
пользовании, в том числе в условиях гипогравитации, во многом совпадают с дей-
ствием церамида.

В исследованиях на моделях гравитационной разгрузки работ, посвященных
изучению интрамускулярных эффектов церамида, немного [14–20]. Нами установ-
лено, что при разгрузке, вызванной антиортостатическим вывешиванием (АОВ),
церамид, накапливающийся в мышцах в результате каталитического расщепления
сфингомиелина, модулирует состояние липидных рафтов; это приводит к форми-
рованию особых доменов (ceramide enriched membrane domains), способных к слия-
нию в более крупные кластеры [14–18]. Показано, что такие кластеры становятся
платформами, способствующими сборке и активации мембранных белков, в том
числе инициирующих проапоптотичекий сигналинг [21, 22].

Участие сфинголипидов в механизмах регуляции пластичности мышц, включая
вызванную АОВ реорганизацию мышечного фенотипа постуральной мышцы в
сторону снижения экспрессии “медленного” миозина, совершенно не изучено.
Принимая во внимание множественность эффектов церамида как сигнальной
молекулы, мы предположили, что он может оказывать влияние на регуляцию
экспрессии тяжелых цепей миозина, определяющих тот или иной мышечный фе-
нотип. Предпосылкой к данному предположению явились данные, свидетель-
ствующие о роли aSMase и церамида в ингибировании активации транскрипци-
онного регулятора NFATс (nuclear factor of activated T-cells) в Т-лимфоцитах [21],
а также результаты исследований, указывающих на роль сфинголипидов в сиг-
нальных механизмах, ассоциированных с MyoD (myoblast determination protein 1)
как регулятором экспрессии “быстрых” изоформ миозина [23, 24]. Так, Seward
с соавт. [23] обнаружили, что в камбаловидной мышце мышей с нокаутом гена бел-
ка MyoD повышение экспрессии MyHC IIB после двухнедельного АОВ было менее
выражено, чем у мышей дикого типа. С другой стороны, показано, что C2-церамид
и сфингомиелиназы подавляют экспрессию MyoD, индуцированную IGF-I в куль-
туре мышиных C2C12 миобластов [24].

Учитывая вышеизложенное, в данной работе мы поставили цель выяснить влияние
кломипрамина (функционального ингибитора aSMase [22]) на изменения мышеч-
ного фенотипа, атрофию и mTOR/p70S6k сигналинг в m.soleus крыс при функцио-
нальной разгрузке, вызванной АОВ.
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Опыты проведены на крысах-самцах Вистар массой 180–230 г (количество ис-
пользованных животных дано ниже в описании каждого раздела работы). Для вос-
произведения функциональной разгрузки мышц использовали модель АОВ под уг-
лом 30° к горизонтальной поверхности по Ильину-Новикову [25] в модификации
Morey-Holton [26]. В данной модели у животных сохраняется возможность пере-
движения по клетке на передних конечностях и нормальный доступ к воде и пище.
Длительность воздействия составляла 4 и 14 дней. Исследование одобрено этиче-
ским комитетом Ижевской государственной медицинской академии. При выпол-
нении экспериментов руководствовались правилами проведения работ на экспе-
риментальных животных (Приложение к Приказу Министерства здравоохранения
РФ № 267 от 19.06.2003).

Проведены следующие серии экспериментов: 1) 4- и 14-дневное АОВ в сочета-
нии с введением ингибитора aSMase кломипрамина; 2) АОВ в сочетании с введе-
нием растворителя – 0.9%-ного раствора NaCl. Кломипрамин (Анафранил, Novar-
tis, Швейцария) вводили внутримышечно в дозе 10 мг/кг в следующем режиме:
ежедневно в течение 5 дней до АОВ и через день во время АОВ. Контролем служи-
ли интактные крысы. После окончания воздействий у животных под золетиловым
наркозом (Virbac, Франция, в дозе 10 мг/кг, 0.1 мл) выделяли камбаловидную
мышцу, взвешивали и быстро замораживали в жидком азоте, после чего хранили
при –80°С.

Для биохимического исследования мышцы (10 мг), полученные от интактных
(n = 8), вывешенных с введением кломипрамина или 0.9%-ного раствора NaCl
крыс (n = 6 и n = 5 соответственно), гомогенизировали, и в гомогенатах определяли
уровень общего mTOR, фосфорилированного p-mTOR (Ser2484) и p-p70S6k
(Thr389) с помощью вестерн-блоттинга. Мышечную ткань гомогенизировали в
100 мкл охлажденной буферной системы, содержащей RIPA-буфер, фенилметил-
сульфонила фторид (PMSF), ортованадат натрия, коктейль ингибиторов протеаз
(Santa Cruz Biotechnology, США). Затем проводили гомогенизацию и инкубацию
образцов в течение 30 мин при 4°С с последующим центрифугированием (15 мин
при температуре 4°С, 12000 об/мин). В полученном супернатанте содержание ис-
следуемых белков определяли методом иммуноблоттинга. Для этого подготовлен-
ные образцы разделяли в геле SDS-PAGE по Laemmli [27] с использованием каме-
ры Mini Protean Tetra (Bio-Rad, США), затем переносили на нитроцеллюлозную
мембрану в системе Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, США). Для иммуноокрашива-
ния использовали первичные кроличьи и антивидовые козьи антитела, меченные
пероксидазой (Abcam, США). Разведение первичных и вторичных антител прово-
дили в соответствии с рекомендациями производителя. Полосы белка на нитро-
целлюлозной бумаге инкубировали с первичными антителами в течение ночи (16–
18 ч). После 3-кратной промывки нитроцеллюлозной бумаги по 5–10 мин в раство-
ре TBS-T (рН 7.5) ее инкубировали с раствором вторичных антител в течение 1 ч.
Проявляли полосы с помощью диаминбензидиновой реакции. Цифровые изобра-
жения полос получали с помощью сканера и затем анализировали в программе Im-
ageLab Software (Bio-Rad, США). Минимальную интенсивность окрашивания по-
лосы белка для анализируемого образца принимали за 1, а интенсивность окраши-
вания других полос на этой мембране выражали отношением к минимальной
интенсивности. Статистический анализ проводили с помощью программы SPSS 22.0.

Церамид определяли в детергент-резистентной мембранной фракции (ДРМ)
камбаловидных мышц (в контроле n = 6, при АОВ 4 и 14 дней n = 5 и 6 соответ-
ственно, при АОВ 4 и 14 дней с введением кломипрамина n = 8, в серии с введени-
ем кломипрамина интактным животным ежедневно в течение 5 дней n = 6). ДРМ
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Таблица 1. Праймеры для qRT-PCR исследования ТЦМ

Ген Прямой праймер Обратный праймер № по базе
данных NCBI

Myh7
(ТЦМ Iβ)

3'-CCAAGTTCCGCAAGGTGCAG-5' 3'-ATCCTTAGGGTTGGGTAGCACA-5' NM_017240.2

Myh2
(ТЦМ IIA)

3'-CAAGAGACAAGCTGAGGAGGCT-5' 3'-TTCTACAGCATCAGAGCTGCCTT-5' NM_001135157.1

Myh4
(ТЦМ IIB)

3'-ATTACAGGCGTCTCTGGAGGAAG-5' 3'-CTCAGCGTCCAGTGTGCTTTG-5' NM_019325.1

Myh1
(ТЦМ II d/x)

3'-AGAGACAAGCCGAGGAAGCG-5' 3'-GGTCACTTTCCTGCTTTGGATCG-5' NM_001135158.1
получали путем ультрацентрифугирования в градиенте сахарозы по Радевой с со-
авт. [28]. С целью определения количества церамида, липиды экстрагировали из
ткани мышц по Фолчу [29], хлороформенные экстракты наносили на пластины си-
ликагеля c УФ-меткой (HPTLC Silica gel 60 F254 plates, Merck) и подвергали тонко-
слойной хоматографии в смеси бутанол : ледяная уксусная кислота : вода в соотно-
шении 3 : 1 : 1 [30]. Пятна сфинголипидов проявляли в парах йода. Оценку содер-
жания церамида проводили в сравнении со стандартом (“Avanti polar lipids”) с
использованием видеоденситометра “Сорбфил”, в ультрафиолетовом диапазоне
(254 нм); расчет уровня церамида производили с помощью программного обеспе-
чения “Сорбфил”.

С целью определения экспрессии тяжелых цепей миозина (ТЦМ) использовали
ПЦР в реальном времени и иммунофлуоресцентное (ИФ) исследование попереч-
ных срезов мышц, меченных антителами к “быстрым” ТЦМ. ПЦР исследования
проводили на интактных (n = 6) и вывешенных в течение 14 дней крысах, которым
вводили кломипрамин (n = 6) или 0.9%-ный раствор NaCl (n = 6).

Для ПЦР анализа [31] тотальную РНК выделяли из 10 мг замороженного образ-
ца мышцы с использованием набора РНК-экстран (Синтол, Россия). Выделение
проводили согласно инструкции производителя. Выделенную РНК хранили при
‒70°C до проведения ПЦР анализа. Для конструирования праймеров (табл. 1) исполь-
зовали сервис Primer BLAST, находящийся в свободном доступе (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). В качестве референсных генов были выбраны гены
GAPDH (глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы) и бета-актина. ПЦР анализ
проводили в амплификаторе CFX96 (Bio Rad, США).

Использованные праймеры приведены в табл. 1.
Для оценки степени атрофии определяли относительную массу мышц (мг/г массы

тела животного), а также проводили иммунофлуоресцентное исследование препа-
ратов мышц, меченных антителами к кавеолину-3 (Cav-3). С целью определения
экспрессии “быстрой” изоформы миозина проводился иммунофлуоресцентный ана-
лиз поперечных срезов мышц, меченных антителами к данной изоформе.

Для проведения иммунофлуоресцентного исследования животных перфузиро-
вали через восходящую аорту забуференным физиологическим раствором (PBS в мМ:
3.2 NaH2PO4, 0.5 K2HPO4, 1.3 KCl, 135 NaCl, pH 7.4), а затем 4%-ным раствором па-
раформальдегида в PBS. После этого камбаловидную мышцу помещали в тот же
фиксатор на 2 ч, затем переносили в 30%-ный раствор сахарозы на сутки, после чего
замораживали на сухом льду. Серийные продольные и поперечные срезы мышц
(14 мкм) были сделаны с помощью криостата HM525 NX и закреплены на предмет-
ных стеклах Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific, США). Иммунофлуоресцент-
ное окрашивание проводили согласно методике, описанной ранее [18]. Перед
окрашиванием срезы выдерживали в 3%-ном растворе перекиси водорода в течение
10 мин и после промывки в PBS инкубировали в 5%-ном растворе BSA в течение 2 ч.
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Для исследования атрофии мышц срезы инкубировали с антителами к Cav-3 (кро-
личьи IgG, 1 : 200, Abcam) в течение 24 ч при комнатной температуре. Для выявле-
ния связавшихся с Cav-3 антител использовали вторичные антикроличьи антитела
(козьи IgG, 1 : 300, Abcam), конъюгированные с Alexa Fluor 488. Брали каждый
5-й участок и проводили по 10 измерений диаметра Ферета мышечных волокон.
Для выявления изменений фенотипа мышц проводили обработку срезов антитела-
ми к “быстрым” изоформам ТЦМ (Anti-Fast Myosin Skeletal Heavy chain antibody,
Abcam). Экспрессия “быстрого” миозина измерялась по количеству (доле) имму-
нопозитивных к этой изоформе волокон по отношению ко всем волокнам в поле
зрения. Анализ изображений проводился с помощью приставки DS-Fi3 EF-2E,
совмещенной с микроскопом Nikon Eclipse E200, с использованием морфометри-
ческих программ Image-Pro Plus 6.0 и Image-Pro Insight (Media Cybernetics, США).
Количество животных в данной серии: контроль (n = 4), АОВ 14 дней с введением
кломипрамина или 0.9%-ного раствора NaCl (также по 4 крысы).

Статистическую обработку проводили в SPSS Statistica 22.0. Для оценки досто-
верности различий в группах и между отдельными группами применяли критерии
Краскела–Уоллиса и Манна–Уитни, различия считали достоверными при р < 0.05
(с учетом поправок на множественные сравнения).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Изменение уровня церамида в детергент-резистентной
мембранной фракции скелетных мышц

Установлено, что после 4- и 14-дневного АОВ количество церамида в ДРМ воз-
растало (в 7.3 раза, p < 0.01 и в 2.1 раза, p < 0.01 соответственно).

При введении кломипрамина вывешенным животным уровень церамида не от-
личался от контрольных значений. Достоверные различия с АОВ найдены в мыш-
цах животных, вывешенных в течение 14 дней и получавших кломипрамин (рис. 1).
Введение кломипрамина до начала вывешивания (эксперименты на интактных кры-
сах, которым вводили препарат ежедневно в течение 5 дней) не сопровождалось досто-
верным изменением количества церамида в исследуемых мышцах (57.1 ± 11.8% при
100 ± 23.3% в контроле, p > 0.05)

2. Оценка атрофии мышц при функциональной разгрузке
14-дневная функциональная разгрузка сопровождалась потерей массы камбало-

видной мышцы на 34.8% (p < 0.05), уменьшением диаметров Ферета мышечных во-
локон (FDМ) на 49% (р < 0.05). Мышцы крыс, которым вводили кломипрамин,
были менее атрофичными, чем мышцы крыс, не получавших препарат: масса
мышц и FDМ уменьшались соответственно на 25.4% и 24.7% (p < 0.05) по сравнению
с контрольными значениями и были достоверно больше, чем при АОВ (рис. 2).

3. Оценка изменений фенотипа мышечных волокон
С целью оценки особенностей экспрессии различных изоформ тяжелых цепей

миозина в контрольной и вывешенной мышце (в том числе на фоне введения ин-
гибитора aSMase), применяли ПЦР в реальном времени и иммунофлуоресцентное
исследование поперечных срезов мышц, обработанных антителами к “быстрой”
изоформе ТЦМ.

Как и следовало ожидать, в мышцах, подвергнутых двухнедельной функцио-
нальной разгрузке, ПЦР-анализ выявил изменения экспрессии как “быстрых”, так
и “медленных” изоформ ТЦМ (рис. 3). Так, уровень мРНК “медленного” миозина
(ТЦМ Iβ) уменьшился на 99.1 ± 1.3% (p<0.01), а мРНК одной из быстрых изоформ
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Рис. 1. Влияние ингибитора aSMase кломипрамина (Clom) на уровень церамида в m. soleus при 4-днев-
ном (4d HS) – (a) и 14-дневном (14d HS) (b) антиортостатическом вывешивании (АОВ).
Обозначения: серый столбик – контроль; черный – АОВ; темно-серый – АОВ + ингибитор; * – различия

по сравнению с контрольной группой статистически значимы при p < 0.05, ** – при p < 0.01; # – различия
между группами АОВ и АОВ + ингибитор (p < 0.05). Значения представлены как M ± SEM.
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Рис. 2. Влияние ингибитора aSMase кломипрамина (Clom) на диаметр Ферета мышечных волокон (мкм)
m. soleus в контроле, при 14-дневном антиортостатическом вывешивании (АОВ) (HS 14d) и при АОВ
на фоне введения Clom. * – различия по сравнению с контрольной группой статистически значимы

при p < 0.05; # – различия между группами АОВ и АОВ + ингибитор (p < 0.05).
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Рис. 3. Влияние кломипрамина на экспрессию миозинов “медленного” (a) и “быстрого” (b–d) типов в

m. soleus крыс при 14-дневном антиортостатическом вывешивании (АОВ).

Обозначения: черный столбик – АОВ; темно-серый столбик – АОВ + ингибитор; * – различия по срав-

нению с контрольной группой статистически значимы при p < 0.05, ** – при p < 0.01; 
#

 – различия меж-

ду группами АОВ и АОВ + ингибитор (p < 0.05). Значения представлены как M ± SEM, в условных еди-

ницах (a.u.). Контрольные значения приняты за ноль.
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(ТЦМ IIA) – на 88.0 ± 3.7% (p < 0.01). Введение кломипрамина вывешенным жи-

вотным не повлияло на экспрессию этих изоформ ТЦМ.

Экспрессия других изоформ “быстрого” миозина повышалась (ТЦМ IIB) или

имела тенденцию к повышению (ТЦМ II d/x). Интересно, что у животных, кото-

рым вводили ингибитор сфингомиелиназы, экспрессия мРНК данных изоформ

восстанавливалась до уровня контроля (ТЦМ IIB) или становилась достоверно бо-

лее низкой, чем в контроле (ТЦМ II d/x).

Изучение мышечных волокон, экспрессирующих преимущественно “быстрые”

изоформы ТЦМ, на поперечных срезах камбаловидных мышц, обработанных ан-

тителами к данным изоформам, показало следующее (рис. 4). В группе контроля

такие волокна были немногочисленны и составляли 5.69 ± 1% (p < 0.001) от общего

числа (n = 703) волокон в препарате.
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Рис. 4. Иммунофлуоресцентный анализ экспрессии быстрых изоформ тяжелых цепей миозина на попе-

речных срезах m.soleus. * – p < 0.05 в сравнении с контролем; # – p < 0.05 в сравнении с антиортостатиче-

ским вывешиванием. Данные представлены как число волокон (n), экспрессирующих “быстрые” изо-

формы миозина, в поле зрения, равном 3 мм2.
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В группе, подвергнутой 14-дневной функциональной разгрузке, наблюдалось

значительное увеличение количества волокон, экспрессирующих “быстрые” изо-

формы миозина: их доля составила 19.3 ± 1% (p < 0.01) от общего числа исследо-

ванных (n = 545); при этом прирост был равен 236 ± 6% (p < 0.01) в сравнении с

контролем. В вывешенной на 14 дней группе, получавшей ингибитор aSMase кло-

мипрамин, повышенная экспрессия “быстрых” изоформ ТЦМ сохранялась, одна-

ко прирост по сравнению с контролем был существенно меньшим (84.4 ± 6%,

p < 0.01). Доля волокон, экспрессирующих “быстрые” изоформы миозина (отно-

сительно общего количества исследованных, n = 362), составляла при этом лишь

10.49 ± 1% (p < 0.01).

Таким образом, как ПЦР-анализ, так и иммунофлуоресцентное исследование

мышц показали, что кломипрамин предотвращает повышение экспрессии “быст-

рых” изоформ ТЦМ при 14-дневном АОВ.
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Рис. 5. Влияние кломипрамина на уровень белков: (a) – mTOR, (b) – p-mTOR (Ser2448), (c) – р-p70S6K

(Thr389) в m. soleus при 4-дневном антиортостатитическом вывешивании.

Серый столбик – контроль; черный – АОВ; темно-серый – АОВ + ингибитор; * – различия по сравне-

нию с контрольной группой статистически значимы при p < 0.05, ** – при p < 0.01; *** – при p < 0.001;

###
 – различия между группами АОВ и АОВ + ингибитор (p < 0.001). Значения представлены как M ± SEM, в %.
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4. Изменения mTOR, p-mTOR (Ser2448) и р-p70S6K (Thr389)

Поскольку известно, что мышечная разгрузка сопровождается прогрессирую-

щим снижением синтеза белка при увеличении длительности воздействия, нами

были проанализированы изменения белков системы mTOR (mammalian target of

rapamycin), имеющей непосредственное отношение к регуляции белково-синтети-

ческих процессов в клетках.

После 4-дневного АОВ в m. soleus крыс наблюдалось снижение уровня фосфори-

лирования mTOR (p-mTOR) при отсутствии изменений общего количества данно-

го протеина (рис. 5). Показано, что p-mTOR (Ser2448) уменьшался на 79 ± 5.3%,

или в 4.8 раза (р < 0.001). Параллельно наблюдалось уменьшение количества фос-

форилированного p70S6K (Thr389), причем степень уменьшения данного протеи-

на была сопоставима с дефицитом p-mTOR (Ser2448) и составляла 77.1 ± 6.2% (сни-

жение в 4.4 раза, р < 0.001) по отношению к контролю. Введение кломипрамина

предотвращало понижение обоих показателей, увеличивая уровень p-mTOR по срав-

нению с АОВ в 6.0 раз (p < 0.01) и р-p70S6K – в 6.7 раза соответственно (p < 0.01).

При этом обнаружена тенденция к увеличению р-p70S6K (Thr389) и по сравнению

с контролем (на 53.8 ± 12.8%, p = 0.048). Введение кломипрамина в течение 5 дней
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перед вывешиванием не изменяло уровень фосфорилированного p-mTOR

(Ser2448): прирост составил 17.7 ± 4.9% (р = 0.057).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты свидетельствуют о том, что кломипрамин, ингибирующий

образование церамида из сфингомиелина путем подавления активности aSMase [22],

предотвращает снижение активности сигнальной системы mTOR/p70S6k и повы-

шение экспрессии “быстрых” изоформ ТЦМ, а также уменьшает признаки атро-

фии, вызванной разгрузкой мышц.

Известно, что атрофия, вызванная бездействием (disuse), связана с нарушением

баланса между синтезом и деградацией мышечных протеинов [4, 5]. В наших экс-

периментах атрофии предшествовало снижение фосфорилирования mTOR

(Ser2448) и р70S6K (Thr 389). Нарушение фосфорилирования р70S6K по Thr389

может приводить к снижению эффектов данной киназы как одного из основных

регуляторов белкового синтеза [32]. Имеются сведения об ингибирующем влиянии

церамида на Akt/mTOR сигналинг [33]. На основании ранее опубликованных [14] и

полученных в данной работе результатов, свидетельствующих о накоплении цера-

мида в m.soleus при 4- и 14-дневной разгрузке, можно предположить участие данно-

го сфинголипида в развитии атрофии разгруженной мышцы посредством подавле-

нии сигнального пути Akt/mTOR. Восстановление фосфорилирования mTOR и

р70S6K на фоне введения ингибитора aSMase свидетельствует о важной роли цера-

мида, образованного путем сфингомиелиназного гидролиза, в негативном влия-

нии разгрузки мышц на компоненты системы Akt/mTOR/p70S6k. С другой стороны,

уменьшение степени атрофии мышц на фоне применения кломипрамина также поз-

воляет предположить, что церамид, образованный в результате усиления сфинго-

миелиназного гидролиза, может быть вовлечен в механизмы развития атрофии при

мышечной разгрузке. Примечательно, что ингибирование мириоцином серин-

пальмитоилтрансферазы (SPT) – ключевого фермента, регулирующего синтез це-

рамида de novo [34], не приводило к ослаблению атрофического процесса в разгру-

женной m. soleus [20].

По-видимому, возможны следующие объяснения различий результатов, полу-

ченных в работе Salaun с соавт. [20] и в нашем исследовании. Так, можно предпо-

ложить, что для реализации “атрофического” эффекта церамида важно не только

повышение уровня данного сфинголипида как таковое, но и механизм (путь), по

которому он образуется. Местом образования церамида de novo является саркоплаз-

матический ретикулум, откуда церамид транспортируется в комплекс Гольджи для

последующего синтеза сложных сфинголипидов. Основным компартментом, где ре-

ализуются эффекты сфингомиелиназ, является клеточная мембрана, куда aSMase

транспортируется из лизосом под действием ряда факторов, включая воздействие

цитокинов, оксидативного стресса и др. [10]. Повышение образования церамида

под действием aSMase в мембранных областях мышечных волокон приводит к дез-

организации липидных рафтов и образованию церамидных микродоменов, фор-

мирующих при слиянии более крупные структуры. Они функционируют как плат-

формы, способные к относительно избирательной кластеризации определенных

белков (рецепторов, каналов и т.п.); в такую кластеризацию могут быть вовлечены

рецепторы, активирующие сигнальные пути регуляции апоптоза или подавляю-

щие сигнализацию, связанную с белковым синтезом [22]. Также интересно отме-

тить, что в работе [20] помимо снижающего уровень церамида действия мириоци-

на продемонстрировано его выраженное токсическое действие на печень; не ис-

ключено, что побочные эффекты могут быть и в мышцах. Следует упомянуть, что в
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наших ранее проведенных экспериментах [14] уровень SPT при АОВ понижался

или достоверные изменения данного фермента отсутствовали.

Данные о влиянии ингибитора aSMase на экспрессию ТЦМ в разгруженной

мышце получены нами впервые. Интересно, что в исследовании, выполненном с

помощью ПЦР-анализа, кломипрамин оказывал превентивное влияние на повы-

шение экспрессии только “быстрых” изоформ миозина (MyHC IIB и MyHC IIх), но

при этом совершенно не влиял на экспрессию “медленного” миозина (MyHC Iβ).

Аналогичные результаты в отношении “быстрого” миозина получены и в нашем

иммуноферментном исследовании. Следует отметить, что механизмы экспрессии

“быстрых” изоформ к настоящему времени являются крайне мало изученными [2].

Данных о том, какие сигнальные пути, связанные со сфингомиелиназой и церами-

дом, могут участвовать в усилении экспрессии MyHC IIB и MyHC IIх в разгружен-

ной мышце, в литературе отсутствуют. Выше было упомянуто, что о такой возможно-

сти косвенно свидетельствуют работы Seward [23] и Strle [24] c соавторами. На ос-

новании этих работ можно сделать предположение о роли церамида в регуляции

экспрессии “быстрых” изоформ миозина посредством MyoD.

Таким образом, впервые полученные в нашем исследовании результаты свиде-

тельствуют о том, что в условиях функциональной разгрузки мышц кломипрамин

предотвращает снижение активности сигнальной системы mTOR/p70S6k и повы-

шение экспрессии “быстрых” изоформ ТЦМ, а также уменьшает признаки атро-

фии, вызванной разгрузкой. На данном этапе не представляется возможным окон-

чательно ответить на вопрос о механизмах участия церамида в вышеупомянутых

процессах. Можно предположить, что в регуляции каждого из них значимы меха-

низмы, ассоциированные с активацией сфингомиелиназного гидролиза и образо-

ванием церамида. Более точные сведения об участии сфинголипидов в поддержа-

нии мышечной пластичности в условиях функциональной разгрузки предстоит

получить в дальнейших исследованиях.
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Muscle Plasticity at Functional Unloading:
Effects of the Inhibitor of Acid Sphingomyelinase Clomipramine

A. V. Sekunova, V. A. Protopopova, V. V. Skuryginb,
M. N. Shalaginaa, and I. G. Bryndinaa, *

aIzhevsk State Medical Academy, Izhevsk, Russia
bUdmurt State University, Izhevsk, Russia

*e-mail: i_bryndina@mail.ru

Sphingolipids are the structural components of cells and intracellular messengers. The

role of sphingolipids, including ceramide, in the regulation of muscle plasticity has not

been studied. The purpose of the present work is to study the effect of an inhibitor of

the catalytic pathway of ceramide formation on the expression of myosin heavy chains
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(MyHC), atrophy and the levels of mTOR/p-mTOR (Ser2484)/p70S6k (Thr389) pro-

teins in the postural muscle (m. soleus) under conditions of functional unloading. The

work was performed on male Wistar rats (180–230 g). To reproduce the unloading, the

antiorthostatic suspension model (HS) was used. Signs of atrophy (changes in muscle

mass and Feret’s diameter of muscle fibers), the amount of ceramide (TLC), mTOR sig-

naling system proteins (Western blotting) and the expression of “fast” and “slow” iso-

forms of myosin heavy chains (PCR, immunofluorescence study) were determined. In

suspended m. soleus, we found a decrease in the levels of p-mTOR (Ser2484) and

p70S6k (Thr389), which was prevented by administration of the acid sphingomyelinase

inhibitor (aSMase) clomipramine. The shift of the muscle phenotype towards the ex-

pression of “fast” myosin isoforms (MyHC IIB and MyHC II d/x), a characteristic fea-

ture of HS, was also eliminated by clomipramine, along with the diminished muscle at-

rophy. The results obtained indicate the role of sphingolipid mechanisms in the distur-

bance of mTOR signaling, dysregulation of the expression of “fast” myosin isoforms and

the development of muscle atrophy caused by functional unloading.

Keywords: skeletal muscle, hindlimb suspension, muscle phenotype, atrophy, mTOR,

p70S6k, sphingomyelinase, ceramide, clomipramine
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