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Функциональная разгрузка скелетных мышц приводит к развитию атрофических
процессов и снижению общего числа сателлитных клеток, осуществляющих ре-
генерацию этих мышц. В исследованиях in vitro было выявлено усиление диффе-
ренцировки миобластов камбаловидной мышцы на фоне снижения активности
АМФ-активируемой протеинкиназы (АМРК) после действия функциональной
разгрузки. АМРК необходима для активации сателлитных клеток, участвует в
регуляции процессов пролиферации и дифференцировки. Можно предполо-
жить, что снижение активности АМРК после действия механической разгрузки
способствует усилению/ускорению дифференцировки миобластов и усиленно-
му формированию миотуб. Основная цель данного исследования состояла в
изучении участия АМРК в регуляции процессов дифференцировки миобластов
камбаловидной мышцы у крыс, подвергшихся действию гравитационной раз-
грузки. Для проверки этой гипотезы применили специфический активатор
АМРК – AICAR для предотвращения снижения фосфорилирования АМРК
при дифференцировке миобластов in vitro, выделенных из камбаловидных
мышц крыс, подвергшихся 7-суточному воздействию функциональной раз-
грузки. Для оценки процессов дифференцировки миобластов применили мето-
ды иммуноцитохимии, ПЦР-РТ и Вестерн-блоттинга. В дифференцирующих-
ся миобластах камбаловидной мышцы после действия функциональной раз-
грузки наблюдалось значительное снижение уровня фосфорилирования АМРК
и ацетил-КоА-карбоксилазы (АСС), повышенный индекс дифференцировки
миотуб, повышение экспрессии миогенных регуляторных факторов (МРФ) и
факторов слияния миобластов, снижение экспрессии “медленной” изоформы
тяжелых цепей миозина и усиление экспрессии “быстрых” изоформ тяжелых це-
пей миозина. Применение AICAR при дифференцировке миобластов, получен-
ных из атрофированной мышцы, предотвращало снижение фосфорилирования
АМРК и АСС, возвращало уровень экспрессии МРФ и “быстрых” изоформ тя-
желых цепей миозина к уровню контрольных значений, поддерживало экспрес-
сию “медленной” изоформы тяжелых цепей миозина. Таким, образом аномаль-
но ускоренная дифференцировка миобластов, выделенных из атрофированной
камбаловидной мышцы крыс, компенсируется поддержанием контрольного
уровня активности AMPK с помощью AICAR.
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ВВЕДЕНИЕ

Деструктивное влияние гравитационной/функциональной разгрузки на струк-
туру и функцию скелетных мышц (преимущественно постуральных) многократно
показано в литературных источниках и достаточно обширно изучено [1–4]. Как
известно, регенерация скелетных мышц осуществляется при помощи особого типа
одноядерных клеток, расположенных рядом с сарколеммой мышечного волокна,
но под его базальной мембраной – сателлитных клеток мышц [5, 6]. При повре-
ждении мышц происходит активация сателлитных клеток, они выходят из фазы
клеточного цикла G0, начинают пролиферировать, а затем вступают в стадию диф-
ференцировки. При регенерации мышечной ткани дифференцированные миобла-
сты могут сливаться с поврежденными мышечными волокнами или друг с другом,
формируя новые мышечные волокна [7, 8]. Процессы регенерации скелетных
мышц при действии гравитационной разгрузки до сих пор мало изучены. Отмече-
но снижение общего числа сателлитных клеток мышц при механической разгрузке
и при бездействии мышц [9–11]. Литературные данные об изменении регенератив-
ного потенциала сателлитных клеток мышц в этих условиях противоречивы. Одни
авторы утверждают о снижении пролиферации и дифференцировки сателлитных
клеток в условиях механической разгрузки и при бездействии мышц, атрофиях,
дистрофиях [10–12], другие, наоборот, отмечают увеличение активности этих кле-
ток [13, 14].

Ранее было показано, что гравитационная разгрузка влияет на активность
АМФ-активируемой протеинкиназы (АМРК) в волокнах камбаловидной мышцы:
при кратковременном воздействии механической разгрузки наблюдалось сниже-
ние активности этой киназы, при более длительном действии, наоборот, актив-
ность АМРК была повышена [15].

АМРК – это ключевой регулятор энергетического метаболизма клетки, актива-
ция данной киназы происходит при изменении соотношения АМФ/АТФ в сторо-
ну накопления АМФ [16, 17]. АМРК участвует в регуляции процессов клеточного
роста, белкового синтеза, катаболизма, метаболизма, аутофагии, апоптоза [18].
При повреждении мышц АМРК необходима для активации сателлитных клеток,
участвует в регуляции процессов их пролиферации и дифференцировки [19].

В поврежденной мышце при активации сателлитных клеток АМРКα1 обеспечива-
ет переход клетки на анаэробный гликолиз (“эффект Варбурга”), который необхо-
дим для активации сателлитных клеток и дальнейшего развития регенеративных
процессов [20]. В данных процессах задействована преимущественно АМРКα1. При
нокауте гена белка АМРКα1 развития регенеративных процессов при повреждении
мышцы не происходило [20, 21]. В миобластах с2с12 после нокдауна гена АМРКа1
происходило снижение экспрессии миозинов, ряда миогенных регуляторных факто-
ров (МРФ), было затруднено формирование миотуб. Определенный уровень актив-
ности АМРК требуется для нормального миогенеза при регенерации мышц [21].
Сниженная регенерации мышц вследствие пониженной активности АМРК была вы-
явлена при таких метаболических нарушениях, как ожирение, сахарный диабет, ста-
рение [22, 23]. Однако чрезмерная активация АМРК приводит к ослаблению процес-
сов пролиферации и дифференцировки сателлитных клеток [24, 25].

При исследовании регенеративного потенциала сателлитных клеток камбало-
видной мышцы in vitro обнаружено значительное снижение уровня пролиферации
этих клеток после действия функциональной разгрузки [26]. Помимо этого была
выявлена ускоренная дифференцировка миобластов, выделенных из камбаловид-
ной мышцы, подвергшейся действию гравитационной разгрузки [26]. На более
поздних этапах дифференцировки таких миобластов наблюдалось снижение ак-
тивности основного субстрата AMPK – ацетил-КоА-карбоксилазы (АСС) [27].
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Рис. 1. Дизайн эксперимента.
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Можно предположить, что снижение активности АМРК после действия меха-
нической разгрузки способствует усилению/ускорению дифференцировки таких
миобластов и усиленному формированию миотуб. Для проверки этой гипотезы мы
применили специфический активатор АМРК (аналог АМФ – 5-аминоимидазол-4-карбок-
самид рибонуклеотид, AICAR) для предотвращения снижения фосфорилирования
АМРК при дифференцировке миобластов in vitro, выделенных из камбаловидных
мышц крыс, подвергшихся 7-суточному воздействию моделируемой гравитацион-
ной разгрузки.

Основная цель данного исследования состояла в изучении участия АМРК в ре-
гуляции процессов дифференцировки миобластов камбаловидной мышцы, под-
вергшихся действию функциональной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для моделирования гравитационной разгрузки применяли модель антиортоста-
тического вывешивания задних конечностей крыс по методу Новикова–Ильина в
модификации Morey-Holton и соавт. [28, 29]. Подробный дизайн эксперимента
представлен на рис. 1. Для эксперимента было отобрано 30 самцов крыс линии Wistar
массой 180–200 г: интактный контроль (С), 7-суточное вывешивание (HS), 7-су-
точное вывешивание + AICAR (HSA). Животные содержались при температуре
20–22°C, вода и корм грызунам давались без ограничения (ad libitum) в соответ-
ствии с рационом для лабораторных животных. После завершения эксперимента у
каждого животного под наркозом из обеих ног была выделена камбаловидная
мышца. Далее камбаловидные мышцы использовались для выделения сателлит-
ных клеток. Выделение сателлитных клеток из m. soleus проводилось по методике,
описанной в наших в предыдущих работах [26]. В полученной культуре первичных
миобластов более 90% клеток экспрессировали Pax7. После получения “чистой”
культуры миобласты культивировались в ростовой среде (DМЕМ с добавлением
1% L-glutamine (Invitrogen, США), 1% антибиотика penicillin-streptomycin (Invitro-
gen, США) и 20% Fetal Bovine Serum (Gibco, США)) до достижения субконфлюен-
того состояния (в культуре появляются признаки спонтанной дифференцировки).
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После этого проводилась их миогенная дифференцировка путем замены ростовой

среды на дифференцировочную, состоящую из DМЕМ с добавлением 1% L-gluta-

mine (Invitrogen, США), 1% антибиотика penicillin-streptomycin (Invitrogen, США)

и 2% Horse Serum (Gibco, США). C 3-го по 5-й день дифференцировки миобла-

сты группы HSA инкубировались в дифференцировочной среде, содержащей

1мM AICAR (ab120358, Abcam, Великобритания) (рис. 1). Все измерения проводи-

лись на 5-й день дифференцировки миобластов (рис. 1).

Гель-электрофорез и иммуноблоттинг
Для получения тотальной фракции белков миобласты камбаловидной мышцы

лизировались с помощью RIPA буфера согласно рекомендациям производителя

(sc-24948, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, США). Содержание белка в полу-

ченных пробах определяли при помощи набора Quick Start Bradford Protein Assay

(Bio-Rad Laboratories, США). Электрофорез проводился в 10%-ном ПААГ при 17 мА

на гель в мини-системе (Bio-Rad Laboratories) при комнатной температуре. Элек-

троперенос белков проводился на нитроцеллюлозную мембрану при 100 В при

температуре 4°C в течение 120 мин в системе mini Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories).

По окончании электропереноса мембраны блокировались в EveryBlot Blocking Buf-

fer (#12010020, Bio-Rad Laboratories, США), а затем инкубировались с первичными

антителами на протяжении ночи. Инкубация со вторичными антителами проводи-

лась в течение 1 ч при комнатной температуре. В данной работе были использова-

ны первичные антитела к p-AMPK (Thr172) (1 : 500, Cell Signaling Technology,

США, #2531), t-AMPK (1 : 1000, Cell Signaling Technology, США, #2523), p-ACC

(S79) (1 : 1000, Cell Signaling Technology, США, #3661), t-ACC (1 : 1000, Cell Signaling

Technology, США, #3662), p-rpS6 (S240/244) (1 : 2000, Cell Signaling Technology, США,

#5364), rpS6 (1 : 2000, Cell Signaling Technology, США, #2217), вторичные антитела

goat-anti-rabbit, конъюгированные с пероксидазой хрена (1 : 60000, # 111-035-003,

Jackson Immuno Research, Великобритания). Выявление белковых полос осуществ-

лялось с помощью набора ImmunStar Substrate Kit (BioRad Laboratories) и сканера

C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biotechnology, США). Белковые полосы анализиро-

вали с использованием программного обеспечения Studio Digits Ver. 4.0. Статисти-

ческий анализ полученных экспериментальных данных был проведен с помощью

двухфакторного дисперсионного анализа. Результаты приведены в виде миниму-

ма, максимума, медианы и интерквартильных разбросов. Достоверными считали

различия при p < 0.05.

Иммуноцитохимия
Недифференцированные миобласты камбаловидной мышцы высеивали на по-

кровные стекла. Часть препаратов фиксировали на следующий день, другую часть

миобластов после достижения 80%-ной конфлюентности запускали в миогенную

дифференцировку и фиксировали на 5-й день. Клетки фиксировали в 4%-ном рас-

творе параформальдегида в течение 10 мин, а затем пермеабилизировали 0.02%-ным

тритоном Х-100 в течение 5 мин. Затем клетки блокировали 5%-ным бычьим сыво-

роточным альбумином (# A9647, Sigma-Aldrich, США) в течение 30 мин, далее ин-

кубировали с первичными антителами против PAX7 (Developmental Studies Hybrid-

oma Bank, США), MHC fast (# M8421, Sigma; Sigma-Aldrich, США), реагентом

Phalloidin-iFluor 488 (# ab176753, Abcam, Великобритания) и вторичными антите-

лами, коньюгированными с Alexa Fluor 546 (# A28175, ThermoFisher Scientific, США).

Ядра контрастировали 4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) (кат. D1306, Mo-

lecular Probes, США). Микроскопические изображения были получены с исполь-

зованием инвертированного микроскопа Olympus IX83P2ZF3 с камерой DP74
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Таблица 1. Последовательности использованных в работе праймеров

Ген Последовательность (5'–3') Ссылка на GenBank

Myog 5'-ggtcccaacccaggagatca-3'
5'-acatatcctccaccgtgatgc-3'

NM_017115.3

Myod1 5'-tgctctgatggcatgatgga-3'
5'-ctggacgcctcactgtagta-3'

NM_176079.2

Mymx 5′-gatcgctgctatcacgcct-3′
5′-ctcacgtcttgggagctcag-3′

NM_001399466.1

Mymk 5′-tctttgtggcgttctcccat-3′
5′-cagggctgtcccatagatgc-3′

NM_001399315.1

Myh7 5'- agaggagagggcggacatt-3'
5'- actcttcattcaggcccttgg-3'

NM_017240.2

Myh4 5'- agagaacaagaatctacagcagga-3'
5'-ccagagacgcctgtaattcact-3'

NM_019325.1

Myh2 5'-tcatttgccaataagggtctgt-3'
5'-cctcgattcgctccttttca-3'

NM_001135157.1

Myh1 5'-tgcatccctaaaggcagactc-3'
5'-gacttccggaggtaaggagc-3'

NM_001135158.1

Ywhaz 5'-cccactccggacacagaata-3'
5'-tgtcatcgtatcgctctgcc-3'

NM_013011.4

Gapdh 5'-cggtgtgaacggatttggc-3'
5'- ttgaggtcaatgaaggggtcg-3'

NM_017008.4
(Olympus, Tokyo, Япония) и объективом 20X. Анализ изображений проводился с

помощью программы Cell Sens Imaging (Olympus, Tokyo, Япония).

ПЦР в реальном времени
Выделение тотальной РНК из миобластов m. soleus проводили с помощью реа-

гента ExtractRNA (Евроген, Россия) согласно рекомендациям производителя. Об-

ратную транскрипцию проводили с использованием 0.5 мкг РНК и набора для

проведения обратной транскрипции RevertAid RT Kit (# K1691, Thermo Fisher Sci-

entific, США) согласно стандартному протоколу. Полученные образцы кДНК ис-

пользовались для проведения ПЦР в реальном времени с использованием интер-

калирующего красителя SYBR Green I в амплификаторе CFX96 Touch Real-Time

PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, США). Для проведения ПЦР в реаль-

ном времени использовали праймеры, последовательности которых представлены

в табл. 1. В качестве референсного гена использовали ген GAPDH и Ywhaz. Анализ

полученных данных осуществлялся по методу Ливака (2-ΔΔСt). Статистический

анализ полученных экспериментальных данных был проведен с помощью двух-

факторного дисперсионного анализа. Результаты приведены в виде минимума,

максимума, медианы и интерквартильных разбросов. Достоверными считали раз-

личия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела крыс и масса камбаловидных мышц
В результате 7-суточного вывешивания наблюдалось незначительное снижение

массы тела крыс по сравнению с контролем (табл. 2). Сырая и нормированная мас-

са камбаловидной мышцы в группе вывешивания была значительно снижена по

сравнению с контрольной группой (табл. 2).
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Таблица 2. Изменения массы тела крыс и камбаловидных мышц

C – контроль, HS – вывешивание 7 сут. Данные представлены в виде means ± SEM. * – p < 0.05 vs. C.

Группа Масса тела крыс, г Масса m. soleus, мг
Масса m. soleus/масса

крысы, мг/г

C 235 ± 4 78 ± 3 0.33 ± 0.01

HS 213 ± 5* 49 ± 3* 0.23 ± 0.01*
Уровень фосфорилирования AMPK (Thr172), ACC (Ser79) и rpS6 (Ser 240/244) 
в дифференцирующихся миобластах камбаловидной мышцы после действия 

гравитационной разгрузки
Выявлено снижение уровня фосфорилирования АМРК у миобластов группы HS

на 57% по сравнению с контрольными миобластами (рис. 2а). Применение AICAR

в миобластах камбаловидной мышцы после вывешивания предотвращает сниже-

ние активности АМРК (рис. 2а). Фосфорилирование АСС по сайту (S79) было сни-

жено в культурах миобластов после вывешивания, применение AICAR предотвра-

щало это снижение (рис. 2b).

Помимо этого было исследовано фосфорилирование рибосомального белка S6

по сайту (S240/244). Обнаружено увеличение фосфорилирования рибосомального

белка S6 на 28% по сравнению с контрольными значениями в культурах дифферен-

цирующихся миобластов после вывешивания. Применение AICAR в культурах

дифференцирующихся миобластов после вывешивания предотвращает повыше-

ние фосфорилирования рибосомального белка S6 (рис. 2с).

Экспрессия миогенных регуляторных факторов в миобластах камбаловидной мышцы 
после действия гравитационной разгрузки

Выявлено увеличение экспрессии мРНК MyoD в 1.5 раза в миобластах группы

HS по сравнению с группой контроля (рис. 3а), при применении AICAR уровень
Рис. 2. Уровень фосфорилирования АМРК, АСС и рибосомального белка S6 в дифференцирующихся

миобластах камбаловидной мышцы после функциональной разгрузки и применения AICAR (стимуля-

тора активности АМФ-активируемой протеинкиназы). (a) – фосфо-АМРК (Thr 172)/AMPK, (b) – фос-

фо-АСС (Ser79)/ACC и (c) – фосфо-rpS6 (S240/244)/rpS6. C – контроль; HS – антиортостатическое вы-

вешивание, HS + A – антиортостатическое вывешивание + AICAR. * – достоверное отличие от контро-

ля (p < 0.05); # – достоверное отличие от HS (p < 0.05).
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Рис. 3. Экспрессия МРФ и факторов слияния миотуб в дифференцирующихся миобластах камбаловид-

ной мышцы после действия функциональной разгрузки и применения AICAR. (a) – MyoD, (b) – Myo-

genin, (c) – Mymk, (d) – Mymx. C – контроль; HS – антиортостатическое вывешивание, HS + A – анти-

ортостатическое вывешивание + AICAR. * – достоверное отличие от контроля (p < 0.05); # – достовер-

ное отличие от HS (p < 0.05).
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экспрессии мРНК MyoD не отличался от контрольных значений (рис. 3а). Экс-

прессия мРНК миогенина достоверно увеличена в 2.9 раз в группе миобластов HS

по сравнению с контрольной группой миобластов (рис. 3b). В группе миобластов

HS + A уровень экспрессии мРНК миогенина значительно снижался (рис. 3b).

В миобластах, выделенных из камбаловидной мышцы после действия гравитаци-

онной разгрузки, наблюдалось увеличение экспрессии мРНК Myomaker (фактор, ре-

гулирующий слияние миобластов) по сравнению с контрольной группой (рис. 3с),

при инкубации таких миобластов с AICAR экспрессия мРНК Myomaker возвраща-
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Рис. 4. Индекс дифференцировки миотуб камбаловидной мышцы крысы после действия функциональ-

ной разгрузки и применения AICAR. (а) – диаграмма; (b) – репрезентативные микрофотографии мио-

туб. C – контроль; HS – антиортостатическое вывешивание, HS + A – антиортостатическое вывешива-

ние + AICAR. * – достоверное отличие от контроля (p < 0.05); # – достоверное отличие от HS (p < 0.05).
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лась к уроню контрольных значений (рис. 3с). Уровень экспрессии мРНК Myomixer,

фактора, регулирующего слияние миобластов, был также повышен у миобластов

группы HS (рис. 3d), применение AICAR не предотвращало увеличение экспрес-

сии этого фактора (рис. 3d).

Помимо этого, в данной работе был оценен индекс дифференцировки миотуб.

Выявлено достоверное увеличение значений индекса дифференцировки в миобла-

стах группы HS (рис. 4a). Применение AICAR возвращает уровень дифференци-

ровки миотуб к контрольным значениям (рис. 4b).

Экспрессия различных изоформ тяжелых цепей миозина в дифференцирующихся in vitro 
миобластах камбаловидной мышцы после действия гравитационной разгрузки

Изменений экспрессии мРНК эмбриональной изоформы тяжелых цепей мио-

зина не обнаружено (рис. 5a). Уровень экспрессии мРНК медленной (I) изоформы

тяжелых цепей миозина в миобластах группы HS достоверно снижен по сравне-

нию с контрольной группой (рис. 5b), при инкубации миобластов с AICAR уровень

экспрессии мРНК медленной (I) изоформы тяжелых цепей миозина значительно

увеличивался (рис. 5b). Экспрессия мРНК тяжелых цепей миозина IIа была сниже-

на в группе миобластов HS (рис. 5c), при применении AICAR экспрессия мРНК

миозина IIа не отличалось от группы контроля (рис. 5c). Выявлено увеличение

экспрессии мРНК быстрых изоформ тяжелых цепей миозина IIb и IIdx в группе

дифференцирующихся миобластов HS (рис. 5d–5e), при инкубации таких миобла-

стов с AICAR экспрессия мРНК быстрых изоформ тяжелых цепей миозина возвра-

щается к контрольным значениям (рис. 5d–5e).
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Рис. 5. Экспрессия различных изоформ тяжелых цепей миозина в дифференцирующихся миобластах

камбаловидной мышцы после действия гравитационной разгрузки и после применения AICAR. (a) –

MyHC-emb, (b) – MyHC I, (c) – MyHC IIa, (d) – MyHC IIb, (e) – MyHC IIdx. C – контроль; HS – анти-

ортостатическое вывешивание, HS + A – антиортостатическое вывешивание + AICAR. * – достоверное

отличие от контроля (p < 0.05); # – достоверное отличие от HS (p < 0.05).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В недавних исследованиях нашей лаборатории был обнаружен феномен ано-

мально ускоренного (“преждевременного”) процесса слияния и дифференциров-

ки миобластов, полученных из m. soleus крысы после периода функциональной

разгрузки задних конечностей продолжительностью 7 и 14 сут [26, 27]. Так, миоб-

ласты, выделенные из m. soleus крысы после 7-суточной функциональной разгруз-

ки, начинали образовывать миотубы раньше, чем контрольные миобласты [27].

При этом аномально ускоренный процесс миогенной дифференцировки сопро-

вождался повышенной экспрессией мРНК MyoD и миогенина (транскрипцион-

ных факторов, определяющих дифференцировку), а также цитоскелетного белка

десмина [27]. Не исключено, что наблюдавшийся аномально ускоренный процесс

дифференцировки миобластов ведет к образованию мышечных волокон с функци-

ональными нарушениями [27], что может негативно влиять на регенерацию мы-

шечной ткани после повреждений. Однако внутриклеточные сигнальные пути, от-

ветственные за ускоренную миогенную дифференцировку и слияние миобластов,

выделенных из атрофированной скелетной мышцы, оставались неисследованны-

ми. Исходя из литературных данных, фермент AMPK, являющийся ключевым ре-

гулятором ряда метаболических сигнальных путей в клетке, является одним из по-

тенциальных претендентов на роль регулятора самообновления сателлитных кле-
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ток [30], а также процесса миогенеза посредством влияния на экспрессию

миогенина [22, 31]. Кроме того, была показана важная роль AMPK в активации са-

теллитных клеток и регуляции процессов пролиферации и дифференцировки при

регенерации скелетной мышцы после повреждения [22]. При этом следует отме-

тить, что стимулирование активности AMPK с помощью аналога АМФ AICAR мо-

жет значительно подавлять миогенную дифференцировку миобластов и образова-

ние миотуб, а также вызывать снижение содержания MyoD и миозина, приводя к

атрофии миотуб [24]. В связи с этим настоящее исследование было посвящено

проверке гипотезы о роли поддержания активности AMPK в нормализации про-

цесса дифференцировки первичных миобластов, выделенных из атрофированной

в результате функциональной разгрузки камбаловидной мышцы крысы. В культу-

ре исследованных миобластов нами было обнаружено достоверное снижение фос-

форилирования AMPK (Thr 172) и ACC (Ser 79), что свидетельствовало о понижен-

ной киназной активности AMPK. Эти данные вполне согласуются с ранее опубли-

кованными результатами исследований, в которых было показано достоверное

снижение экспрессии мРНК AMPK и фосфорилирования ACC (Ser 79) в культуре

дифференцирующихся миобластов, полученных из атрофированной m. soleus кры-

сы [27]. Интересно также отметить, что пониженная активность AMPK ранее на-

блюдалась непосредственно в камбаловидной мышце крыс на ранних стадиях

функциональной разгрузки (6 ч, 12 ч, 1 сут, 3 сут антиортостатического вывешива-

ния) [15, 32–34]. Однако на более поздних этапах функциональной разгрузки

(14 суток и более) регистрировалось повышенное фосфорилирование AMPK (Thr 172)

в m. soleus крыс [35]. При этом хорошо известна роль данной киназы в подавлении

анаболических сигнальных путей и синтеза белка в клетке. AMPK может ингибиро-

вать ключевой mTORC1 (mammalian target of rapamycin, complex 1)-зависимый ана-

болический сигнальный путь посредством фосфорилирования TSC2 (негативный

регулятор mTORC1) [36] или белка raptor (ключевой компонент mTORС1) [37].

Роль AMPK в качестве негативного регулятора mTORC1-зависимого сигнального

пути и синтеза белка была подтверждена в экспериментах на скелетной мышце [38]

и культивируемых мышечных клетках [39, 40]. Одним из маркеров активности

протеинкиназного комплекса mTORC1 является рибосомальный белок S6 (rpS6).

Фосфорилирование rpS6 по Ser240/244 свидетельствует об активации mTORC1-за-

висимого сигнального пути [41]. В нашем исследовании пониженное фосфорили-

рование AMPK (Thr 172) и ACC (Ser 79) сопровождалось повышенным фосфорили-

рованием rpS6 (Ser240/244), что могло свидетельствовать об активации mTORC1-за-

висимого сигнального пути в дифференцирующихся миобластах, полученных из

атрофированной камбаловидной мышцы. При этом восстановление контрольного

уровня фосфорилирования AMPK и ACC в культуре мышечных клеток с помощью

AICAR привело к возвращению фосфорилирования rpS6 (Ser240/244) к контроль-

ным значениям. Эти данные подтверждают имеющиеся в литературе данные о спо-

собности AMPK подавлять mTORC1-зависимый путь в мышечных клетках [39, 40].

Аналогичная взаимосвязь между пониженной активностью AMPK и одновременно

повышенной активностью сигнального пути mTORC1/p70S6K ранее была описана в

m. soleus крыс на ранних стадиях вывешивания задних конечностей [15, 33, 34]. Воз-

никает закономерный вопрос о возможности сигнального пути mTORC1/p70S6K

влиять на процесс миогенной дифференцировки. Ряд литературных данных гово-

рит в пользу того, что определенный уровень активности mTORC1-зависимого пу-

ти необходим для поддержания пролиферации и дифференцировки миобластов.

Так, было показано, что ингибирование mTORC1 с помощью рапамицина приво-

дит к значительному снижению экспрессии креатинкиназы, миогенина и тяжелых

цепей миозина в клетках C2C12 на 3-й день дифференцировки [42]. Добавление в

среду дифференцирующихся мышечных клеток C2C12 рапамицина также приво-
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дит к подавлению процесса формирования миотуб [42]. Pollard и соавт. показали,

что ингибирование mTORC1 эверолимусом (RAD001) (производное рапамицина)

значительно снижало фосфорилирование rpS6 и приводило к задержке диффе-

ренциации миобластов [43]. Rion и соавт. обнаружили, что селективная инакти-

вация mTORC1 (путем удаления из данного комплекса белка Raptor) в сателлит-

ных клетках приводит не только к ухудшению способности скелетных мышц ре-

генерировать после повреждения, но также к частичному подавлению процессов

пролиферации и дифференцировки миобластов в культуре [44]. Важно также от-

метить, что фармакологическое ингибирование mTORC1 в культивируемых ми-

областах способно значительно снижать содержание транскрипционного фактора

MyoD [45]. Исходя из данных литературы, данный транскрипционный фактор иг-

рает важную роль в положительной регуляции экспрессии тяжелых цепей миозина

“быстрого” типа (MyHC IId/x, MyHC IIB) в скелетных мышцах грызунов [46–49].

В частности, Seward и соавт. продемонстрировали, что у мышей, нокаутных по ге-

ну MyoD, содержание “быстрой” изоформы миозина (MyHC IIB) в m. soleus после

функциональной разгрузки значительно меньше, чем у мышей дикого типа [48].

В нашем исследовании наблюдались схожие изменения экспрессии мРНК MyoD и

тяжелых цепей миозина “быстрого” типа (MyHC IId/x, MyHC IIB) в дифференци-

рующихся миобластах как в группе “HS”, так и в группе “HS + A”. Таким образом,

можно предположить, что регуляция экспрессии тяжелых цепей миозина “быстрого”

типа в ответ на действие AICAR в нашем эксперименте осуществлялась посред-

ством сигнального пути AMPK/mTORC1/MyoD. Что касается изменения экс-

прессии “медленной” изоформы ТЦМ (MyHC Iβ) в настоящем исследовании, то

один из возможных механизмов мог быть связан с сигнальным путем

AMPK/HDAC4/MEF-2D [32, 50], так как на ранних сроках функциональной раз-

грузки (24 ч) снижение экспрессии пре-РНК MyHC I(β) в m. soleus крыс было свя-

зано со снижением фосфорилирования AMPK (Thr 172) и последующим накопле-

нием диацетил-гистонов 4 (HDAC4) в миоядрах (где HDAC4 формирует комплекс с

транскрипционным фактором MEF-2D) [32, 50]. При этом поддержание фосфори-

лирования AMPK (Thr 172) в камбаловидной мышце крыс на контрольном уровне

с помощью AICAR предотвращает снижение экспрессии MyHC I(β)и MyHC IIa [32].

Таким образом, полученные в настоящем исследовании изменения активности

AMPK и экспрессии мРНК различных изоформ тяжелых цепей миозина в диффе-

ренцирующихся миобластах, выделенных из атрофированной мышцы, схожи с из-

менениями, ранее наблюдавшимися в камбаловидной мышце взрослых крыс после

функциональной разгрузки. Конкретные механизмы, которые могли бы объяснить

данный феномен неясны, однако можно предположить, что мышечные волокна

камбаловидной мышцы могли оказывать непосредственное влияние на окружаю-

щие их сателлитные клетки посредством паракринного воздействия. Такого рода

воздействие могло бы “корректировать” миогенную “программу” сателлитных

клеток в ответ на изменившиеся внешние условия (в нашем случае – это функцио-

нальная разгрузка камбаловидной мышцы). Возможность существования такого

механизма подтверждается недавним исследованием японских авторов, которые

впервые показали, что миокин R-spondin 3 (Rspo3), селективно экспрессирую-

щийся в “медленных” мышечных волокнах, воздействует на сателлитные клетки,

способствуя их дифференцировке исключительно в волокна “медленного” типа

посредством сигнального пути Wnt/β-catenin [51].

Таким образом, полученные в настоящем исследовании результаты впервые об-

наружили, что аномально ускоренная дифференцировка миобластов, выделенных

из атрофированной камбаловидной мышцы крысы, компенсируется поддержани-

ем контрольного уровня активности AMPK с помощью AICAR. При этом норма-
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лизуется повышенная экспрессия МРФ, факторов слияния миобластов, а также

ряда изоформ тяжелых цепей миозина.
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The Maintenance of AMPK Activity Eliminates Abnormally Accelerated Differentiation 
of Primary Myoblasts Isolated from Atrophied Rat Soleus Muscle

N. A. Vilchinskayaa, *, T. M. Mirzoeva, and B. S. Shenkmana

aInstitute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: vilchinskayanatalia@gmail.com

Mechanical unloading of skeletal muscles leads to the development of atrophic pro-

cesses and a decrease in the total number of satellite cells (SCs) that are involved in

muscle regeneration. In vitro studies revealed an increased differentiation of myoblasts

derived from rat soleus muscle after an unloading-induced decrease in AMP-activated

protein kinase (AMPK). AMPK is necessary for the activation of SCs and also partic-

ipates in the regulation of myoblast proliferation and differentiation. It can be assumed

that a decrease in the activity of AMPK after mechanical unloading can contribute to

the acceleration of myoblast differentiation. The main purpose of this study was to elu-

cidate a possible role of AMPK in the regulation of differentiation of myoblasts isolat-

ed from rat soleus muscle after mechanical unloading. To test this hypothesis, a specif-

ic AMPK activator, AICAR, was used to prevent a decrease in AMPK activity during

differentiation of myoblasts isolated from rat soleus muscle after 7-day unloading. Im-

munocytochemistry, PCR-RT and Western blotting were used to assess changes during

myoblast differentiation. In differentiating myoblasts derived from the unloaded soleus

muscle there was a significant decrease in AMPK (Thr172) and ACC (Ser 79) phosphor-

ylation levels, an increase in myotube differentiation index, myoblast fusion factors

and the expression of myogenic regulatory factors (MRF). Furthermore, there was a

decrease in the expression of slow myosin heavy chains (MyHC) and an increase in

the expression of fast MyHC isoforms. AICAR treatment of differentiating myoblasts

obtained from the unloaded soleus muscle prevented a decrease in AMPK and ACC

phosphorylation, returned the expression levels of MRF and fast isoforms of MyHC to

the control levels as well as maintained the expression of slow MyHC. Thus, abnormally

accelerated differentiation of myoblasts isolated from atrophied rat soleus muscle can be

compensated by maintaining the control levels of AMPK activity using AICAR.

Keywords: gravitational/mechanical unloading, soleus muscle, myoblasts, myotubes,

myogenic regulatory factors, myosin, AMPK
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