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Хорошо известно, что бездействие скелетных мышц млекопитающих приводит к
прекращению их электрической активности и сопровождается атрофическими
изменениями мышечных волокон. Однако неоднократно отмечалось, что начи-
ная с 3-х суток функциональной разгрузки появляется спонтанная ритмическая
нервно-мышечная активность, являющаяся результатом снижения экспрессии
калий-хлоридного котранспортера KCC-2 в нейронах поясничного отдела спин-
ного мозга. Снижение экспрессии KCC-2 и возникновение автономной электри-
ческой активности мышцы в условиях разгрузки может быть предотвращено вве-
дением нейролептика прохлорперазина. Таким образом, целью настоящего иссле-
дования было оценить структурные и сигнальные эффекты снижения спонтанной
активности разгруженной камбаловидной мышцы крыс. Обнаружено, что еже-
дневное введение крысам прохлорперазина на фоне 7-суточного антиортостати-
ческого вывешивания предотвратило снижение содержания основных маркеров
биогенеза рибосом (c-Myc, 18S рРНК и 28S рРНК), а также частично предотвра-
тило уменьшение площади поперечного сечения быстрых и медленных мышеч-
ных волокон в камбаловидной мышце. Морфофункциональные изменения, вы-
званные снижением спонтанной активности разгруженной мышцы, сопровожда-
лись полным или частичным предотвращением активации экспрессии
ключевых маркеров протеолитических систем (MuRF-1, MAFbx/atrogin-1,
убиквитин). Таким образом, мы предполагаем, что именно спонтанная нервно-
мышечная активность может являться фактором, углубляющим атрофические
процессы в течение первой недели функциональной разгрузки.

Ключевые слова: скелетная мышца, гравитационная разгрузка, прохлорперазин,
спонтанная активность, распад белка, убиквитинлигазы
DOI: 10.31857/S0869813923100102, EDN: XRLLUW

ВВЕДЕНИЕ

Камбаловидная мышца (m. soleus) млекопитающих демонстрирует электриче-
скую активность (ЭМГ) в течение 11–16 ч в сутки [1]. Однако если устраняется
опора задних конечностей, то активность этой мышцы резко снижается или пол-
ностью прекращается [2, 3]. Этот эффект наблюдается при невесомости, создавае-
мой в ходе полета по параболе Кепплера, или при отрыве задних ног от субстрата в
модели вывешивания задних конечностей [4]. При использовании этой модели
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электрическое и, очевидно, механическое “молчание” мышцы наблюдается в тече-
ние 2–3 сут [3]. Однако в дальнейшем применение в отношении камбаловидной
мышцы термина “бездействие” (disuse) становится затруднительным. При реги-
страции ЭМГ начинают спонтанно появляться электрические сигналы, свидетель-
ствующие о появлении и постепенном увеличении мышечной активности [2, 5, 6].
Эта электрическая активность, которую можно было бы назвать спонтанной нерв-
но-мышечной активностью, непрерывно регистрируется и постепенно возрастает,
достигая значений амплитуды, близких к контрольным к 14 суткам вывешивания.
До сих пор остается неизвестным, какие изменения в процессе развития гипогра-
витационной атрофии, атонии и фенотипической трансформации, характерных
для функциональной разгрузки, вносит спонтанная активность постуральной
мышцы. В последнее время стало известно, что при гравитационной разгрузке, как
и в экспериментальных моделях спинальной травмы, спонтанная активность явля-
ется следствием снижения содержания калий-хлоридного котранспортера KCC2 в
нейронах поясничного отдела спинного мозга, приводящего к повышенной возбу-
димости спинальных мотонейронов [7–9]. Оказалось, что применение нейролеп-
тика прохлорперазина (PCPZ) позволяет предотвратить снижение уровня KCC-2 и
тем самым снизить спонтанную электрическую активность постуральной мышцы.
Таким образом, при использовании фармакологической коррекции, снизив ин-
тенсивность спонтанной электрической активности мышцы, можно оценить мо-
лекулярные последствия этой активности.

Целью настоящего исследования было оценить развитие структурной атрофии и
сигнальные эффекты при редукции спонтанной активности разгруженной камба-
ловидной мышцы крысы с тем, чтобы выявить сигнальные последствия такой ак-
тивности, наблюдаемой в условиях моделируемой гравитационной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн эксперимента. В экспериментах использовали самцов крыс Вистар в воз-
расте 1.5–2 мес. и массой тела 180–200 г. Температуру в помещении вивария под-
держивали на уровне 24°С и влажности 50% при 12/12-часовом цикле свет/темно-
та. Все крысы имели доступ к стандартной диете и воде. Эвтаназия животных про-
водилась посредством внутрибрюшинного введения 10%-ного раствора авертина
(10 мл/кг). Крысы были разделены на три группы по 8 животных в каждой: группа
виварного контроля (С); группа, подвергнутая разгрузке задних конечностей на
протяжении 7 дней (HS); группа разгрузки, совмещенная с введением прохлорпе-
разина (HS + PCPZ). Дималеатную соль прохлорперазина (#P9178; Sigma-Aldrich,
Сент-Луис, Миссури, США) вводили два раза в день (каждая инъекция содержала
5 мг/кг в физиологическом растворе + 0.1% ДМСО). Применяемая доза рассчиты-
валась, исходя из эквивалента человеческой терапевтической дозы (112 мг/кг) [10].
Крысы из группы HS получали эквивалентный объем физиологического рас-
твора + 0.1% ДМСО без прохлорперазина.

Механическая разгрузка производилась с использованием стандартной модели
вывешивания задних конечностей (HS, hindlimb suspension) [4]. Вкратце, полоска
клейкой ленты была прикреплена к хвосту животного, которое вывешивалось,
пропуская ленту через шарнирный механизм, прикрепленный к металлической
планке наверху клетки. Это позволяло передним конечностям животных касаться
пола решетки и перемещаться по клетке для свободного доступа к пище и воде.
Высота подвешивания регулировалась таким образом, чтобы задние конечности не
касались какой-либо опорной поверхности.

Анализ экспрессии генов. Для анализа экспрессии мРНК генов из мышечной тка-
ни с помощью набора RNeasy micro kit (Qiagen, США) была выделена тотальная
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Таблица 1. Список использованных в работе праймеров

Ген Белок Последовательность праймеров

MYC c-Myc 5'-TTGATGGGGATGACCCTGAC-3'
5'-CTCGCCCAAATCCTGTACCT-3'

TRIM63 MuRF-1 5'-GCCAATTTGGTGCTTTTGT-3'
5'-AAATTCAGTCCTCTCCCCGT-3'

FBXO32 MAFbx 5'-CTACGATGTTGCAGCCAAGA-3'
5'-GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC-3'

UBB Ubiqitin 5′-CACCAAGAAGGTCAAACAGGA-3′
5′-GCAAGAACTTTATTCAAAGTGCAA-3′

RPL19 5'- GTACCCTTCCTCTTCCCTATGC-3'
5'- CAATGCCAACTCTCGTCAACAG-3'
фракция РНК и использована в качестве матрицы для проведения обратной тран-
скрипции с последующей ПЦР-реакцией. Для проведения обратной транскрип-
ции были использованы компоненты фирмы “Синтол” (Россия): 30 мкМ случай-
ных гексануклеотидов, 17.4 мкМ олиго-d(T)15, 1.3 мМ дНТФ, 0.02 ед./мкл ингиби-
тора РНКазы, 6 ед./мкл M-MLV-ревертазы, 5×-буфер для M-MLV-ревертазы.
Обратную транскрипцию проводили в амплификаторе (CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System, “Bio-Rad Laboratories”, США). Для проведения ПЦР в ре-
альном времени использовали полученную в результате обратной транскрипции
кДНК, праймеры с концентрацией 10 мкМ мастер-микс (0.3 мМ дНТФ, 3 мМ MgCl2,
2.5 мкл 10-кратного ПЦР-буфера Б (pH 8.8), 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы,
“Синтол”). В качестве референсного гена с помощью базы EST Database был вы-
бран ген rpl19. Все праймеры, использовавшиеся в эксперименте, представлены в
табл. 1.

Анализ содержания белков в тотальной фракции камбаловидной мышцы. Для выде-
ления тотальной белковой фракции был использован набор реагентов RIPA Lysis
Buffer System (“Santa Cruz”, США). При этом дополнительно использовались ин-
гибиторы протеаз Complete Protease Inhibitor Cocktail (“Santa Cruz”, США),
10 мкг/мл апротинина (“SIGMA”, США), 10 мкг/мл лейпептина (“SIGMA”,
США), 10 мкг/мл пепстатина (“SIGMA”, США), “complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail” (Roche, Швейцария) 20 мкл, фосфоингибиторный коктейль (Santa Cruz,
США) 40 мкл.

Для проведения электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) образцы раз-
водились в двукратном буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na,
20%-ный глицерин, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 0.02%-ный бромфеноловый си-
ний). Электрофорез был проведен в 10%-ном разделяющем ПААГ. Образцы каж-
дой группы загружались на один гель с контрольными образцами. Электрофорез
проводили при силе тока 17 мА на гель в мини-системе (“Bio-Rad Laboratories”)
при комнатной температуре. Электроперенос белков проводили на нитроцеллю-
лозную (НЦ) мембрану при 100 В и силе тока 150–250 мА при температуре 4°C в те-
чение 120 мин в системе mini Trans-Blot (“Bio-Rad Laboratories”). После электропе-
реноса НЦ-мембраны инкубировали в растворе 5%-ного сухого молока (“Bio-Rad
Laboratories”) в TBST (TBS + 0.1% Tween 20) в течение 1 ч при комнатной температуре
или блокирующем буфере EveryBlot. Для выявления белковых полос использовали
первичные поликлональные антитела: фосфорилированной (Thr180/Tyr182) p38
(“GeneTex”, GTX59567, 1 : 500, США), тотальной p38 (“Cell signalling”, #9212, 1 : 500,
США), фосфорилированной (Ser9) GSK3β (“Cell signalling”, #9323, 1 : 1000, США),
тотальной GSK3β (“Cell signalling”, #9315, 1 : 1000, США), фосфорилированной
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(Ser641) GS (“Cell signalling”, #3891, 1 : 1000, США), тотальной GS (“Cell signalling”,
#3893, 1 : 1000, США), фосфорилированной (Thr183/Tyr185) JNK1/2 (“Thermo
Fisher Scientific”, 44-682G, 1 : 1000, США), тотальной JNK1/2 (“Sigma-Aldrich”,
SAB4200176, 1 : 1000, США), фосфорилированной (Thr389) p70S6K (“Santa Cruz”,
sc-11759, 1 : 2000, США), тотальной p70S6K (“Cell signaling”, #9202, 1 : 1000, США).
В качестве вторичных антител использовали антитела goat anti-rabbit, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (“Jakson Immuno Research”, Великлбритания) в раз-
ведении 1 : 25000. Инкубация блотов с первичными антителами проводилась в те-
чение ночи при 4°С, со вторичными антителами 1 ч при комнатной температуре.
Иммунореактивные полосы визуализировали с помощью усиленной хемилюми-
несценции с использованием C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biotechnology, США)
и количественно оценивали с помощью программного обеспечения Image Studio
C-DiGit.

Анализ содержания рибосомальной РНК. Образцы РНК разводили в 2× денатури-
рующем буфере loading dye (Thermo fisher, США), после чего наносили на 1.2%-ный
агарозный гель с добавлением бромистого этидия. Объем нанесения рассчитывали
исходя из объема мышечной ткани, из которой был выделен образец РНК. Элек-
трофорез проводился при напряжении 5 В на см длины между электродами в буфе-
ре TBE. Содержание РНК оценивали с помощью оптической плотности полос на
геле, проанализированных на сканере Gel Doc (Bio-Rad, США).

Анализ площади поперечного сечения волокон. C помощью микротома Leica
CM1900 изготавливали поперечные срезы замороженной мышцы толщиной 9 мкм.
Срезы высушивали на воздухе и хранили при –20°С. Перед окрашиванием срезы
оттаивали и регидратировали при комнатной температуре в фосфатно-буферном
растворе (PBS) в течение 20 мин, а затем инкубировали с антителами против тяже-
лых цепей миозина быстрого или медленного типов (MHCI и MHCII, Sigma,
США) 1 : 400 в PBS во влажной камере при 37°C в течение часа (или при 4°С на
ночь). Затем антитела отмывали в PBS 3 × 5 мин. Инкубацию со вторичными анти-
телами, конъюгированными с AlexaFluor, 1 : 500 в PBS проводили в течение 40 мин
при комнатной температуре. После отмывки вторичных антител срезы заключали
в среду, стабилизирующую флуоресцентную метку. Срезы анализировали с ис-
пользованием флуоресцентного микроскопа LeicaQ500MC с встроенной цифро-
вой фотокамерой (TCM 300F, Leica, Германия), с увеличением ×200. Анализ изобра-
жений проводился с помощью программы ImageJ. Измеряли площадь поперечного
сечения по крайней мере 100 волокон, подсчитывали число волокон медленного и
быстрого типов и их количественное соотношение.

Статистическая обработка данных. Все значения представлены как средние ± σ
для восьми животных. Для проверки различий между группами, учитывая неболь-
шой размер выборки, был использован непараметрический критерий Краскела–
Уоллиса с последующим post-hoc анализом Данна. Значение p менее 0.05 расцени-
вали как статистически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

После 7 сут вывешивания мы не наблюдали значимой разницы в массе тела жи-
вотных среди экспериментальных групп (табл. 2). Масса камбаловидной мышцы
статистически значимо снижалась на 28 и 15% в группах HS и HS + PCPZ относи-
тельно группы контроля (табл. 2).

Площадь поперечного сечения (ППС) быстрых волокон снижалась в группах
HS и HS + PCPZ на 44 и 34% соответственно. Схожим образом снижалась ППС
медленных волокон на 38 и 20%. При этом мы наблюдали значимую разницу меж-
ду двумя группами с вывешиванием задних конечностей (рис. 1).
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Рис. 1. Площадь поперечного сечения (cross-sectional area) быстрых (fast-twitch) и медленных (slow-
twitch) волокон m. soleus. C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание
в течение 7 сут с ежедневным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05. MyHC (myosin heavy chain) – тя-
желые цепи миозина.
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Статус фосфорилирования p70S6K ‒ ключевого субстрата протеинкиназы
mTORс1 ‒ не имел различий между тремя исследуемыми группами (рис. 2).

Функциональная разгрузка привела к снижению содержания ключевых рибосо-
мальных РНК (18S и 28S рРНК) в m. soleus крысы в группе 7-суточного вывешива-
Таблица 2. Масса тела животных и масса m. soleus

C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежеднев-
ным введением прохлорперазина.
Данные представлены как среднее ± σ. * – p < 0.05.

С HS HS + PCPZ

Масса тела крыс, г 191.4 ± 2.4 198.5 ± 3.4 194.0 ± 6.6
Масса m. soleus, мг 92.9 ± 2.2 73.6 ± 1.7* 85.4 ± 3.6*
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Рис. 2. Cодержание фосфорилированной (Thr389) формы p70S6K в m. soleus. C – контроль; HS – выве-
шивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежедневным введением прохлор-
перазина. * ‒ p < 0.05.
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ния по сравнению с контрольной группой (рис. 3a, b). Введение животным прохлорпе-
разина предотвратило снижение 18S и 28S рРНК в m. soleus крысы (рис. 3a, b).
Содержание мРНК транскрипционного фактора рибосомальных генов c-Myc де-
монстрировало сходную динамику: снижение в группе “чистого” вывешивания,
но при этом существенный рост в группе вывешивания с препаратом (рис. 3с).

Ферментативная активность киназы гликогенсинтазы 3β (GSK-3β) в камбало-
видной мышце крысы была значительно увеличена в обеих группах антиортостати-
ческого вывешивания, о чем свидетельствует снижение степени ее негативного
фосфорилирования (рис. 4a). Активация GSK-3β также подтверждается значитель-
ным увеличением фосфорилирования ее ключевого субстрата – гликогенсинтазы-1
(GS-1) (рис. 4b).

Содержание транскриптов убиквитинлигаз MuRF1, MAFbx и убиквитина было
значительно повышено в группе с вывешиванием задних конечностей (рис. 5a–c).
При этом введение прохлорперазина на фоне функциональной разгрузки позволи-
ло предотвратить увеличение экспрессии данных протеолитических маркеров
(рис. 5a–c).

После 7 сут разгрузки наблюдалось значимое увеличение содержания фосфори-
лированной формы p38 на 160% в группе HS относительно контрольной группы.
Введение прохлорперазина животным из группы HS + PCPZ предотвращало это
увеличение (рис. 6a). Прохлорперазин также значимо снижал фосфорилирование
JNK1/2 в группе вывешивания с препаратом (рис. 6b).
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Рис. 3. Содержание 28S рРНК (a), содержание 18S рРНК (b) и экспрессия мРНК c-Myc в m. soleus. C –
контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежедневным
введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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Рис. 4. Cодержание фосфорилированной (Ser9) формы GSK3β (a) и фосфорилированной (Ser641) фор-
мы GS-1 (b) в m. soleus. C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 суток; HS + PCPZ – вывешивание
в течение 7 суток с ежедневным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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Рис. 5. Экспрессия мРНК показателей протеолиза MuRF-1 (a), MAFbx (b) и убиквитина (c) в m. soleus.
C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежеднев-
ным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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Рис. 6. Cодержание фосфорилированной (Thr180/182) формы p38 (a) и фосфорилированной (Thr183/185)
формы JNK1/2 (b) в m. soleus. C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывеши-
вание в течение 7 сут с ежедневным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

До сих пор никому не удавалось оценить физиологические, структурные, мета-
болические и сигнальные эффекты спонтанной нервно-мышечной активности на
фоне опорной разгрузки постуральной мышцы, так как в арсенале исследователей
не было инструментов, позволяющих устранить или существенно уменьшить эту
активность. Однако, когда нам удалось связать такую активность на фоне опорной
разгрузки со снижением белковой экспрессии калий-хлоридного котранспортера
KCC-2 в нейронах поясничного отдела спинного мозга и с последующим значи-
тельным повышением возбудимости мотонейронов [9], появилась возможность
существенно снизить спонтанную нервно-мышечную активность с помощью фар-
макологического воздействия, активирующего KCC-2. Такой эффект достигается
при использовании нейролептика прохлорперазина или активатора KCC-2 живот-
ных CLP-257/290. При действии прохлорперазина удалось существенно снизить
спонтанную нервно-мышечную активность у животных, подвергнутых опорной
разгрузке с использованием модели вывешивания задних конечностей [9]. В насто-
ящем исследовании оценивали атрофические изменения камбаловидной мышцы и
изменения маркеров сигнальных путей анаболической и катаболической направлен-
ности в камбаловидной мышце у вывешенных животных с обычным уровнем спон-
танной нервно-мышечной активности и у животных, получавших прохлорперазин и
характеризующихся значительно сниженным уровнем спонтанной активности.

Согласно нашей первоначальной гипотезе, при устранении спонтанной актив-
ности на фоне функциональной разгрузки степень атрофии мышц должна быть
глубже, а метаболические и сигнальные изменения должны быть более выражен-
ными, чем у вывешенных животных, принимавших плацебо, электромиограмма
которых демонстрирует повышенную активность. Именно такую тенденцию мы
выявили при исследовании маркеров регуляции биогенеза митохондрий в камба-
ловидной мышце вывешенных крыс, получавших прохлорперазин (PGC-1α,
TFAM и др.) [11]. Снижение экспрессии этих маркеров оказалось более глубоким у
животных, получавших прохлорперазин на фоне разгрузки, по сравнению с выве-
шенными животными без препарата.

В настоящем исследовании аналогичной тенденции при анализе сырой массы
камбаловидной мышцы и площади поперечного сечения мышечных волокон не
было отмечено. Напротив, у вывешенных животных, получавших прохлорперазин,
снижение сырой массы и площади поперечного сечения мышечных волокон было
менее выражено, чем у вывешенных животных, получавших плацебо. И эти разли-
чия между двумя группами были статистически значимы. Ранее в эксперименте с
вывешиванием в попытке оценить роль спонтанной активности у вывешенных
животных проводили денервацию камбаловидной и подошвенной мышцы в раз-
ных группах [12]. Денервация камбаловидной мышцы не привела к углублению
атрофического ответа этой мышцы. Напротив, атрофия быстрой мышцы у денер-
вированных животных была более выражена, чем у вывешенных животных, не
подвергавшихся денервации. Поскольку при денервации прекращается не только
импульсная регуляция мышечной активности, но и передача нейротрофических
сигналов, которая более характерная для быстрых мышц, то углубление атрофии
быстрой мышцы можно считать следствием прекращения этой передачи.

Этот эксперимент со всей очевидностью свидетельствует, что устранение нейро-
генной импульсной регуляции мышечных сокращений на фоне функциональной
разгрузки, как и в нашем эксперименте, не приводит к углублению атрофии. Мы
обнаружили даже уменьшение ее выраженности. Причем это происходит в услови-
ях большего “бездействия”, чем в условиях сохраняющейся спонтанной активно-
сти. Для того, чтобы приблизиться к пониманию причин этого парадокса, мы про-
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анализировали состояние некоторых ключевых маркеров сигнальной регуляции
белкового синтеза и распада.

Прежде всего исследовали уровень фосфорилирования рибосомальной киназы
p70S6K, основной мишени и одновременно основного эффектора киназного ком-
плекса mTORc1, ключевого фактора трансляционной эффективности, т.е. фактора,
способного увеличить количества пептидных продуктов на одну рибосому в едини-
цу времени [13]. Ранее при исследовании динамики этого показателя было обнару-
жено первоначальное повышение уровня фосфорилирования p70S6K после 12 и 24 ч
вывешивания [14, 15] и последующее его снижение до уровня контроля после 7 сут
вывешивания [14]. В настоящем исследовании в полном согласии с этими резуль-
татами после 7 сут воздействия у вывешенных животных уровень фосфорилирова-
ния рибосомальной киназы p70S6K не отличался от контрольного уровня. При
этом различий между двумя группами вывешенных крыс (HS и HS + PCPZ) не бы-
ло отмечено. Таким образом, можно считать, что прием прохлорперазина (и редук-
ция спонтанной нервно-мышечной активности) не оказал влияния на ключевой
параметр трансляционной эффективности камбаловидной мышцы. Естественно
предположить, что снижение уровня фосфорилирования p70S6K в течение при-
мерно пяти суток после первоначального повышения никак не обусловлено появ-
лением после 2–3 сут спонтанной нервно-мышечной активности.

Совершенно иначе ведут себя параметры так называемой трансляционной ем-
кости (т.е. параметры, способствующие биогенезу рибосом). Ранее в нашей лабо-
ратории было показано, что уже в первые сутки вывешивания интенсивность экс-
прессии 18S и 28S рибосомальной РНК значимо снижается и поддерживается на
уровне ниже контрольного как минимум до 7 сут вывешивания [16]. В настоящем
исследовании у вывешенных животных, получавших плацебо, также наблюдали
снижение экспрессии рибосомальных РНК. У животных, получавших прохлорпе-
разин такого снижения не было обнаружено. Более того, у этих животных оказа-
лась многократно повышенной экспрессия одного из центральных регуляторов
транскрипции рибосомальных генов протоонкогенного белка c-Myc. Экспрессия
c-Myc обычно регулируется β-катенином, активность которого может быть забло-
кирована некоторыми киназами, например, GSK3β или IKKβ [17, 18]. В нашем
случае сниженный уровень негативного фосфорилирования GSK3β по сайту Ser9
примерно одинаков у животных двух вывешенных групп. Однако про влияние
спонтанной сократительной активности мышцы на киназную активность IKKβ
пока ничего не известно. Итак, мы можем констатировать, что именно спонтанная
активность подавляет механизмы рибосомального биогенеза при разгрузке. При
редукции этой активности уровень экспрессии маркеров трансляционной емкости
не демонстрирует значимых отличий от контроля. Таким образом, способствуя
снижению трансляционной емкости, спонтанная нервно-мышечная активность
может оказаться фактором, углубляющим атрофические процессы в течение пер-
вой недели воздействия.

Что касается маркеров сигнальных путей катаболической направленности, то
наиболее важными из них являются мРНК основных мышечных Е3-убиквитин ли-
газ – MuRF1 и MAFbx/atrogin-1. Известно, что при вывешивании экспрессия
мРНК этих важнейших ферментов значительно возрастает на 3-и и 7-е сутки воз-
действия [19, 20]. В нашем исследовании этот феномен был также воспроизведен
для тех животных, которые в ходе вывешивания получали плацебо. У вывешенных
животных, получавших прохлорперазин значимых изменений экспрессии мРНК
по сравнению с виварным контролем не было. Поэтому не исключено, что повы-
шенная экспрессия мышечных Е3-убиквитин лигаз в данном случае является ре-
зультатом спонтанной нервно-мышечной активности. Какие же конкретные меха-
низмы, запущенные этой активностью, могут стимулировать экспрессию мРНК
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MuRF1 и MAFbx/atrogin-1? В нашем предыдущем исследовании с таким же экспе-
риментальным дизайном [11] у животных, получавших прохлорперазин в ходе раз-
грузки, наблюдали снижение уровня активных форм кислорода и снижение актив-
ности кальций-кальмодулин киназы II (что указывает на снижение содержания
ионов кальция) по сравнению с группой вывешенных крыс, получавших плацебо.
На этом основании мы предположили, что при возникновении спонтанной актив-
ности в камбаловидной мышце накапливаются активные формы кислорода и ионы
кальция, способствующие активации митоген-активируемых протеинкиназ, а так-
же сигнального пути NFκB, которые, в свою очередь, стимулируют экспрессию
мРНК мышечных Е3-убиквитинлигаз [21]. И действительно, в настоящем иссле-
довании уровень фосфорилирования p38 у животных, получавших прохлорпера-
зин, оказывался сниженным по сравнению с вывешенными животными, получав-
шими плацебо, что может свидетельствовать об активации p38 и JNK при спонтан-
ной нервно-мышечной активности. Не исключено, что такая активация и
приводит к повышенной экспрессии убиквитинлигаз и способствует углублению
атрофического процесса.

Таким образом, в настоящем исследовании впервые получены результаты, сви-
детельствующие о том, что у крыс в условиях моделируемой гравитационной раз-
грузки при использовании прохлорперазина, способствующего активации калий-
хлоридного котранспортера KCC-2 и существенно уменьшающего спонтанную
электрическую активность постуральной камбаловидной мышцы, наблюдается до-
стоверно меньшая выраженность атрофических изменений в мышце, чем при раз-
грузке без дополнительных воздействий. При этом почти не наблюдается сниже-
ния параметров рибосомального биогенеза и повышения экспрессии убиквитин-
лигаз по сравнению с интактным контролем. Установить точные причины
наблюдаемого эффекта пока не представляется возможным, так же, как и исклю-
чить вероятность того, что данные изменения являются следствием прямого спе-
цифического действия прохлорперазина на мышцу. Тем не менее, мы склонны
придерживаться гипотезы, предполагающей некоторое углубление развития атро-
фии в результате генерации спонтанной нервно-мышечной ритмической активно-
сти. Возможно, что такое развитие событий обусловлено низкой амплитудой и не-
прерывным характером электрической импульсации (и, вероятно, сократительной
активности).
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The Effect of Spontaneous Neuromuscular Activity on the Development of Atrophy 
of the Functionally Unloaded m. soleus

K. V. Sergeevaa, *, K. A. Sharloa, V. E. Kalashnikova, O. V. Turtikovaa,
S. A. Tyganova, and B. S. Shenkmana

aInstitute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: Sergeeva_xenia@mail.ru

It is well known that the inactivity of mammalian skeletal muscles leads to the cessation
of their electrical activity and is accompanied by atrophic changes in muscle fibers.
However, it has been repeatedly noted that starting from the 3rd day of functional un-
loading, spontaneous rhythmic neuromuscular activity appears, which is the result of a
decrease in the expression of the potassium chloride co-transporter KCC-2 in neurons
of the lumbar spinal cord. A decrease in the expression of KCC-2 and the onset of au-
tonomous electrical activity of the unloaded muscle can be prevented by the administra-
tion of the neuroleptic prochlorperazine. Thus, the aim of this study was to evaluate the
structural and signaling effects of the reduced spontaneous activity of the unloaded
m.soleus. It was found that daily administration of prochlorperazine to rats under condi-
tions of 7-day simulated gravitational unloading prevented a decrease in the content of
the main markers of ribosome biogenesis (c-Myc, 18S rRNA and 28S rRNA), and also
partially prevented a decrease in the cross-sectional area of fast and slow muscle fibers in
the m.soleus. Morphofunctional changes caused by a decrease of spontaneous activity of
the unloaded muscle were accompanied by complete or partial prevention of activation
of key proteolytic markers expression (MuRF-1, MAFbx/atrogin-1, ubiquitin). Thus,
we assume that spontaneous neuromuscular activity may be a factor that augments mus-
cle atrophy during the first week of functional unloading.

Keywords: skeletal muscle, gravitational unloading, prochlorperazine, spontaneous activity,
protein breakdown, ubiquitinligase
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