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Исследовано влияние гистондеацетилаз 4 и 5 на развитие атрофии m. soleus крысы, а также на содер-
жание в ней кальпаина-1, титина и уровень экспрессии его гена (TTN) при 7-суточной гравитаци-
онной разгрузке. Развитие индуцируемых гравитационной разгрузкой атрофических изменений в
m. soleus крысы сопровождалось увеличением содержания кальпаина-1, повышением протеолиза
титина и снижением содержания его мРНК. Ингибирование гистондеацетилаз 4 и 5 на фоне раз-
грузки не устраняло развитие атрофии, но в значительной мере предотвращало протеолиз и сниже-
ние экспрессии гена титина.
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Известно, что пребывание в условиях гравита-
ционной разгрузки приводит к атрофическим из-
менениям в антигравитационных мышцах, в
частности, в m. soleus [1]. Развитие мышечной
атрофии в этих условиях является следствием ин-
гибирования белкового синтеза и повышения
протеолиза [2, 3], в частности, гигантского белка
титина (коннектина) [4]. Этот эластичный белок,
образуя своеобразную молекулярную пружину,
соединяющую концы миозиновых нитей с Z-дис-
ком саркомера, регулирует актин-миозиновое
взаимодействие, участвует в поддержании высо-
коупорядоченной саркомерной структуры и мы-
шечной жесткости [5]. Повышенный протеолиз
титина, сопровождающийся снижением его со-
держания, является следствием гиперактивации
кальций-зависимых протеаз кальпаинов в усло-

виях гравитационной разгрузки [3, 6]. Показано,
что значительное снижение содержания титина
происходит только на седьмые сутки гравитаци-
онной разгрузки [4].

В последние годы обсуждается участие гистон-
деацетилаз (HDACs), в том числе HDAC 4 и
HDAC 5, в развитии мышечной атрофии. У мы-
шей с двойным нокаутом по HDAC4 и HDAC5 14-
суточная денервация сопровождалась значитель-
но меньшим снижением массы скелетных мышц
голени, чем у контрольных мышей [7]. Примене-
ние ингибитора HDAC4 и HDAC5 трихостатина A
снижало степень развития атрофических измене-
ний в m. soleus крысы после 14-суточной гравита-
ционной разгрузки [8]. Однако использование
этого ингибитора на фоне 3-суточной гравитаци-
онной разгрузки не предотвращало развития
атрофии m. soleus у крыс [9]. Таким образом, ди-
намика воздействия HDACs 4/5 на мышечную
атрофию при разгрузке остается непонятной.

В данной работе мы исследовали, как ингиби-
рование HDAC4 и HDAC5 влияет на степень раз-
вития атрофии m. soleus и содержание титина по-
сле 7-суточной гравитационной разгрузки, когда
протеолитические изменения в титине наиболее
выражены.

Использовали самцов крыс Вистар (210 ± 10 г, ви-
варий ИТЭБ РАН, Пущино). Протокол № 24/2019
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от 05 апреля 2019 г. комиссии по биологической
безопасности и биоэтике ИТЭБ РАН. Животные
были распределены на три группы (по 7 крыс в
каждой): 1-я – контрольная, 2-я – вывешивание
в течение 7 суток; 3-я – вывешивание в течение
7 суток и внутрибрюшинное введение специфиче-
ского ингибитора гистондеацетилаз 4 и 5 LMK235
(Sigma–Aldrich) [10] в концентрации 1 мг/кг в
сутки. Ингибитор LMK235 растворяли в 2.5%
ДМСО (Sigma–Aldrich) в физиологическом рас-
творе и вводили в объеме 200 мкл. Животным 1-й
и 2-й групп вводили идентичные объемы 2.5%
ДМСО в физиологическом растворе. После эвта-
назии крыс трибромэтанолом (240 мг/кг–1 интра-
перитонеально, Sigma–Aldrich) камбаловидную
мышцу (m. soleus) взвешивали, замораживали в
жидком азоте и хранили при –75°С.

Обратную транскрипцию и ПЦР в режиме ре-
ального времени проводили по методу [11]. Ис-
пользовали праймеры, специфичные к генам ис-
следуемых белков (титину (TTN) и референсному
гену GAPDH) [11], а также праймеры к гену каль-
паина-1 (For: TGAGTGCTTATGAGATGAGG;
Rev: GAGTAGCGGGTGATGATGAG). Экстрак-
цию и ДСН-гель-электрофорез гигантского бел-
ка титина проводили по методу [4]. Экстракцию
кальпаина-1 (основного фермента, протеолизи-
рующего титин) проводили по методу [12]. ДСН-
гель-электрофорез кальпаина-1 и GAPDH (рефе-
ренсного белка) проводили в 10% разделяющем
ПААГ, используя минисистему Bio-Rad Laborato-
ries. Для проведения вестерн-блоттинга исполь-
зовали следующие первичные антитела: к кальпа-
ину-1 (1:1000, ab28258, Abcam) и GAPDH (1:1000,
ab37168, Abcam). В качестве вторичных антител
использовали антитела, конъюгированные с ще-
лочной фосфатазой (1:3000, ab6722, Abcam). Для
визуализации белковых полос использовали рас-
твор NBT/BCIP (Roche). Денситометрию прово-
дили с помощью компьютерной программы Total
Lab v1.11 (Newcastle Upon Tyne). Статистический
анализ проводили с помощью пакета SigmaPlot 11.0
(Systat Software, Inc.). Различия считали статисти-
чески значимыми при р < 0.05. Данные представ-
лены в виде среднего значения (М) ± стандартное
отклонение (SD).

Проведенные ранее исследования показали,
что гистондеацетилазы класса II (HDAC4 и
HDAC5), активируясь в скелетных мышцах в от-
вет на денервацию, подавляют активность Dach2,
который является негативным регулятором мио-
генина [7]. Миогенин, в свою очередь, активирует
атрогин-1- и MuRF1 – Е3 убиквитинлигазы, ко-
торые являются частью системы убиквитинопо-
средованного распада белка в протеасомах. Акти-
вация этих ферментов наблюдается в скелетных
мышцах при развитии атрофии не только в ответ
на денервацию [7], но и в условиях гравитацион-
ной разгрузки [13]. При этом увеличивается со-
держание кальпаина-1 и наблюдается его гипер-
активация [3, 6], что вносит существенный вклад
в развитие мышечной атрофии за счет повышен-
ного протеолиза белков саркомерного цитоскеле-
та, в частности, титина.

Мы предположили, что ингибирование HDACs
4 и 5 в m. soleus крысы на фоне 7-суточной грави-
тационной разгрузки должно предотвратить уве-
личение содержания кальпаина-1, повышенный
протеолиз титина и привести к уменьшению
уровня развития атрофии. Поскольку HDACs
рассматриваются как основные транскрипцион-
ные репрессоры, мы предположили, что их инги-
бирование должно привести к увеличению экс-
прессии гена TTN.

Различий в массе тела крыс трех групп мы не
выявили (табл. 1). Снижение массы m. soleus (на
26.8% и 30.5%, p < 0.01) и индекса “масса
m. soleus/масса тела животного” (на 24.7% и
27.8%, p < 0.01) мы обнаружили во второй и тре-
тьей группах, соответственно, относительно кон-
троля (табл. 1).

Эти данные свидетельствуют об одинаковом
уровне развития атрофических изменений в m. so-
leus крыс второй и третьей групп. Таким образом,
наше предположение, что ингибирование HDACs 4
и 5 должно привести к уменьшению уровня раз-
вития атрофии m. soleus на 7 сутки разгрузки, не
подтвердилось. Однако нашли подтверждение
другие наши предположения. В группе с ингиби-
рованием HDACs 4/5 содержание кальпаина-1 не
отличалось от такового в контрольной группе, в
то время как в m. soleus крыс, вывешенных без ин-
гибитора, содержание этого фермента было су-

Таблица 1. Изменение массы животных, массы m. soleus и соотношения массы m. soleus и массы тела у крыс после
7-суточной гравитационной разгрузки (n = 7; M ± SD)

**р < 0.01 по сравнению с контролем.

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

1-я (контроль) 211.1 ± 8.8 0.082 ± 0.006 0.389 ± 0.020
2-я (вывешивание) 204.8 ± 6.9 0.060 ± 0.008** 0.293 ± 0.035**
3-я (вывешивание + ингибитор LMK235, 1 мг/кг) 201.1 ± 5.2 0.057 ± 0.013** 0.281 ± 0.062**
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щественно выше (p < 0.05, рис. 1). Кальций-акти-
вируемая протеаза кальпаин-1 является основ-
ным ферментом протеолизирующим титин [12].
Показано, что развитие мышечной атрофии в
условиях гравитационной разгрузки сопровожда-
ется увеличением содержания кальпаина-1 [3], а
также повышением активности этой протеазы
уже в первые сутки разгрузки [6]. Таким образом,
повышенный протеолиз титина кальпаином-1
можно назвать одним из молекулярных триггеров
мышечной атрофии, индуцируемой гравитаци-
онной разгрузкой. Несомненно, что уменьшение
содержания или активности этой протеазы будет
способствовать снижению протеолиза титина и
других саркомерных белков. Наши результаты со-
гласуются с этим утверждением.

На рис. 2а,б представлены данные об измене-
нии содержания титина в m. soleus вывешенных
крыс. Снижение в 1.62 раза (р < 0.01) содержания
интактных молекул титина (Т1) и увеличение в
2.1 раза (р < 0.01) содержания протеолитических

Рис. 1. Содержание кальпаина-1 в m. soleus. 1 – кон-
троль, 2 – вывешивание 7 суток, 3 – вывешивание 7 су-
ток+ингибитор LMK235 (1 мг/кг). *p < 0.05 по сравне-
нию с группой 1. Статистически значимых различий в
содержании мРНК кальпаина-1 в m. soleus трех иссле-
дуемых групп крыс не выявлено (данные не показаны).
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Рис. 2. Содержание титина (а,б) и экспрессия гена титина (в) в m. soleus. На электрофореграмме титина (а) указаны
полосы тяжелых цепей миозина (ТЦМ), небулина, протеолитических Т2-фрагментов титина и изоформ Т1. Молеку-
лярные массы мышечных белков указаны в соответствии с данными, полученными в работе [4]. 1 – контроль, 2 – вы-
вешивание 7 суток, 3 – вывешивание 7 суток + ингибитор LMK235 (1 мг/кг). ** p < 0.01 по сравнению с группой 1;
##p < 0.01 по сравнению с группой 2.
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Т2-фрагментов наблюдалось в атрофированной
камбаловидной мышце крыс второй группы
(рис. 2а, 2б, в сравнении с контролем). В третьей
группе животных мы обнаружили существенное
снижение протеолиза Т1. В частности, содержание
интактного T1 было выше (в 1.29 раза, р < 0.01), а со-
держание Т2-фрагментов было ниже (в 1.26 раза,
р < 0.01) в m. soleus крыс третьей группы в сравне-
нии с группой 2 (рис. 2а, 2б). Снижение протео-
лиза титина в третьей группе может быть связано
с отсутствием статистически значимого увеличе-
ния содержания кальпаина-1 (рис. 1).

Свой вклад в снижение содержания Т1 в m. so-
leus крыс второй группы могло внести и значи-
тельное уменьшение (в 4.0 раза, р < 0.01) экспрес-
сии гена титина (рис. 2в). В то же время в группе 3
(с ингибированием HDACs4/5) такого снижения
не было (рис. 2в).

ВЫВОД
Развитие атрофических изменений в m. soleus

крысы после семисуточной гравитационной раз-
грузки сопровождалось увеличением содержания
кальпаина-1, повышением протеолиза титина и
снижением экспрессия гена TTN. Ингибирова-
ние гистондеацетилаз 4 и 5 на фоне разгрузки не
устраняло развитие атрофии, но предотвращало
увеличение содержания кальпаина-1, повышен-
ный протеолиз титина и снижение содержания
мРНК этого белка.

Учитывая данные о том, что ингибирование
HDACs 4/5 предотвращало мышечную атрофию,
вызванную 14-суточной гравитационной разгруз-
кой [8], но не предотвращало атрофию, вызван-
ную 3-суточной [9] и 7-суточной (табл. 1) грави-
тационной разгрузкой, можно предположить, что
эти ферменты вносят меньший вклад в развитие
атрофии по сравнению с другими гистондеацети-
лазами, например, HDAC 1 [11].
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ИНГИБИРОВАНИЕ ГИСТОНДЕАЦЕТИЛАЗ 4 И 5 УМЕНЬШАЕТ ПРОТЕОЛИЗ 657

INHIBITION OF HISTONE DEACETYLASE 4 AND 5 REDUCES TITIN 
PROTEOLYSIS AND PREVENTS REDUCTION OF TTN GENE EXPRESSION 

IN ATROPHIED RAT Soleus muscle AFTER SEVEN-DAY 
HINDLIMB UNLOADING

Yu. V. Gritsynaa, A. D. Ulanovaa, S. S. Popovaa, A. G. Bobyleva, V. K. Zhalimovb,
T. L. Nemirovskayac, B. S. Shenkmanc, and I.M. Vikhlyantseva,#

a Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation
b Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation
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Presented by academician of the RAS O. I. Orlov

The effect of HDACs 4 and 5 on the level of atrophy, calpain-1 and titin content and TTN gene expression in
rat soleus after 7-day gravitational unloading (hindlimb suspension model) was studied. The development of
atrophic changes induced by gravitational unloading in rat soleus was accompanied by an increase in calpain-
1 content, an increase in titin proteolysis and a decrease in mRNA content of the protein. Inhibition of
HDACs 4 and 5 did not eliminate the development of unloading-induced atrophy, but significantly prevented
proteolysis of titin and decrease in TTN gene expression.

Keywords: gravitational unloading, skeletal muscle, titin, TTN
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