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РЕЗЮМЕ

Обоснование.  Функциональная разгрузка постуральных мышц сопрово-
ждается трансформацией мышечного фенотипа в  сторону экспрессии 
«быстрых» изоформ тяжёлых цепей миозина (MyHC, myosin heavy chains), 
а  также увеличением активности кислой сфингомиелиназы (ASM, acid 
sphingomyelinase), содержания церамидов, активных форм кислорода (АФК) 
и конечных продуктов гликирования (КПГ). Однако взаимосвязь сфинголипид-
ных механизмов с регуляцией КПГ-ассоциированных процессов и пластично-
стью мышц до настоящего времени остаётся неизученной.
Цель исследования.  Определить взаимосвязь кислой сфингомиелиназы 
и церамид-ассоциированного увеличения активных форм кислорода с зави-
симым от конечных продуктов гликирования путём регуляции экспрессии 
различных изоформ тяжёлых цепей миозина при 7-дневной функциональной 
разгрузке m. soleus крыс, а также оценить эффективность препарата группы 
FIASMA в предотвращении изменения мышечного фенотипа.
Методы.  Белых крыс-самцов подвергали 7-дневному антиортостатиче-
скому вывешиванию (АОВ) с предварительным введением амитриптилина. 
В полученных m. soleus посредством флуоресцентной микроскопии исследо-
вали уровни ASM, церамида, изоформ MyHC, АФК, NADPH-оксидазы 2 (NOX2, 
NADPH oxidase 2), MyoD1 (myoblast determination protein 1), КПГ и рецепторов 
КПГ (RAGE, receptor for advanced glycation end-products). Вестерн-блоттинг 
использовали для определения NOX2, RAGE и КПГ-модифицированных белков 
в  гомогенатах тканей. В  модели ex  vivo посредством инкубации мышцы 
с экзогенными КПГ изучали изменения MyoD1 в миоядрах.
Результаты.  Функциональная разгрузка привела к  уменьшению массы 
и диаметра m. soleus, трансформации миозинового фенотипа, росту уров-
ней ASM, церамида, АФК, NOX2, КПГ, RAGE и ядерного MyoD. При этом уровни 
NOX2 и КПГ-модифицированных белков остались без изменений. Применение 
амитриптилина частично нивелировало потерю массы мышц и уменьше-
ние диаметра мышечных волокон, снижая при этом соотношение «быстрых» 
волокон к  «медленным». Также применение амитриптилина уменьшало 
уровни ASM, церамида, АФК, RAGE и MyoD1. Инкубация мышц с экзогенным 
КПГ приводила к увеличению MyoD1 в области миоядер.
Выводы.  Активация ASM на фоне разгрузки может способствовать MyoD1-
ассоциированной трансформации изоформ MyHC посредством увеличения 
АФК, способствующих стимуляции сигнальных путей RAGE.
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конечные продукты гликирования, окислительный стресс, мышечный фе-
нотип, MyoD, амитриптилин
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ABSTRACT

Introduction.  Functional unloading of  muscles is  accompanied by  slow-to-fast 
transformation of muscle myosin phenotype, an increase in acid sphingomyelinase 
(ASM) activity, ceramide, reactive oxygen species (ROS), and  advanced glycation 
end products (AGEs). The association of sphingolipids, AGEs-associated processes 
and muscle plasticity has not been studied.
The  aim.  To  assess the  relationship of ASM and ceramide-associated increase 
in ROS to the AGEs-dependent pathway regulating the expression of various myosin 
heavy chains (MyHC) isoforms during 7-day functional unloading of rat m. soleus, 
and to evaluate the efficacy of the FIASMA drug in preventing muscle phenotype 
change.
Methods.  White male rats were subjected to  7-day hindlimb suspension (HS) 
combined with administration of  the  acid sphingomyelinase inhibitor amitrip-
tyline. Fluorescence microscopy was used to  detect the  levels of  ASM, ceramide, 
MyHC isoforms, ROS, NADPH oxidase 2 (NOX2), MyoD1 (myoblast determination 
protein  1), AGEs and  their receptors (RAGE, receptor for  advanced glycation end-
products) in the soleus muscle. Western blotting was used for detection of NOX2, RAGE 
and AGEs-modified proteins in muscle homogenates. The changes in MyoD1 level 
in myonuclei were studied ex vivo by incubating the muscle with exogenous AGEs.
Results.  Unloading led to a decrease in the muscle mass and fiber diameter, trans-
formation of myosin phenotype, an increase in ASM, ceramide, ROS, NOX2, AGEs, 
RAGE and nuclear MyoD1 content. NOX2 and AGEs-modified proteins did not change. 
Amitriptyline mitigated the loss of muscle mass and fiber diameter reduction, de-
creased fast to slow shift. It also decreased ASM, ceramide, ROS, RAGE, and mionuclear 
MyoD1. Muscle incubation with exogenous AGEs increased in MyoD1 in myonuclei.
Conclusion.  ASM activation during soleus muscle unloading contributes  
to  the  MyoD1-related slow-to-fast myosin transformation associated with ROS 
overproduction and RAGE signaling.

Key words:  functional unloading, acid sphingomyelinase, advanced glycation end 
products, oxidative stress, muscle phenotype, MyoD, amitriptyline
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ВВЕДЕНИЕ

Функциональная разгрузка постуральных мышц – 
одно из базовых состояний в патологии гравитацион-
но-зависимых систем организма [1]. Данное состояние 
непосредственно связано с неиспользованием (disuse) 
скелетной мускулатуры и наиболее часто встречается 
при воздействии на организм космической микрогра-
витации и условий длительного нахождения на постель-
ном режиме по причине травм, соматических или невро-
логических заболеваний [2].

Известно, что  при  функциональной разгрузке мо-
лекулярные изменения в мышечном волокне могут за-
трагивать анаболические и  катаболические сигналь-
ные пути, а также за счёт различных механизмов реа-
лизовать сдвиги мышечного фенотипа [3]. Ранее мы по-
казали, что  сфинголипидный сигналинг может играть 
значительную роль в изменении мышечного фенотипа 
при  функциональной разгрузке [4]. В  частности, было 
установлено, что  использование препарата из  груп-
пы функциональных ингибиторов кислой сфингомие-
линазы (FIASMA) эффективно предотвращает избыточ-
ное накопление церамида в m. soleus и частично умень-
шает перестройку регуляции экспрессии тяжёлых це-
пей миозина (MyHC, myosin heavy chains) в сторону «бы-
стрых» изоформ. Кислая сфингомиелиназа (ASM, acid 
sphingomyelinase) и продукты её активации также спо-
собны влиять и на ряд других процессов в мышечном 
волокне, характерных для функциональной разгрузки 
[5]. Также ранее мы показали, что сфингомиелиназа мо-
жет индуцировать быстрый прирост активных форм кис-
лорода (АФК) в скелетных мышцах, а её ингибитор ами-
триптилин предотвращает прирост АФК и их проокси-
дантного источника НАДФH-оксидазы 2 (NOX2, NADPH 
oxidase 2) на фоне функциональной разгрузки камбало-
видных мышц в течение двух недель. В свою очередь, 
связанный с  АФК окислительный стресс способен ин-
дуцировать в  мышечном волокне изменения, ассоци-
ированные с энергетическим обменом, повреждением 
биомембран и клеточной гибелью [6].

С другой стороны, установлено, что механизмы раз-
вития окислительного стресса, а также экспрессии MyHC 
в скелетных мышцах и миобластах могут контролиро-
ваться посредством сигнальных путей конечных продук-
тов гликирования (КПГ) и их рецепторов (RAGE, receptor 
for advanced glycation end-products) [7]. КПГ представляют 
собой гетерогенную группу соединений – белков, липи-
дов или ДНК, неферментативным путём связанных с глю-
козой или другими сахарами и их производными (метил-
глиоксаль, ацетальдегид и др.) [8]. Существует несколь-
ко путей образования КПГ: реакции Майяра, полиоловый 
путь и перекисное окисление липидов. Роль КПГ и их ре-
цепторов неоднократно обсуждалась в аспекте патоге-
неза дисфункций скелетных мышц, в частности при са-
харном диабете [9]. Ещё одной мишенью сигналинга КПГ/
RAGE являются провоспалительные механизмы, ассоци-
ированные с активацией ядерного фактора каппа B (NF-
κB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 
B cells), а также экспрессии некоторых цитокинов. В од-

ной из недавних работ было показано, что последствия 
разгрузки скелетных мышц мышей в течение 14 дней мо-
гут быть частично предотвращены посредством приме-
нения ингибитора рецепторов RAGE [10]. Работа авторов 
была посвящена в основном исследованию механизмов, 
связанных с воспалительными процессами, в то же время 
механизмы развития окислительного стресса, который 
может способствовать как образованию КПГ, так и увели-
чению экспрессии RAGE, при этом не изучались.

В контексте мышечной пластичности особенно ин-
тересен RAGE-активируемый путь р38 MAPK (mitogen-
activated protein kinase) через Cdc42/Rac1/MKK6. Данный 
сигнальный путь непосредственно влияет на экспрессию 
миогенного транскрипционного фактора MyoD (myoblast 
determination protein), связанного с регуляцией MyHC 
в процессе дифференцировки мышечного волокна [11].

Учитывая ранее полученные нами данные о  пре-
дотвращении генерации АФК посредством ингибиро-
вания ASM [12], а также роль АФК в стимуляции образо-
вания КПГ и усилении экспрессии RAGE, мы предполо-
жили, что данные процессы могут быть взаимосвязаны 
и в условиях бездействия скелетных мышц включаться 
в патогенез атрофии и изменений мышечного фенотипа.

Результаты исследования могут быть полезны 
для  разработки эффективных методов профилакти-
ки и  терапии атрофии и  дисфункции мышц у  пациен-
тов с травмами и другими заболеваниями, находящих-
ся на  длительном постельном режиме, а  также у  кос-
монавтов при продолжительных космических полётах.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Определить взаимосвязь кислой сфингомиелина-
зы и церамид-ассоциированного увеличения активных 
форм кислорода с зависимым от конечных продуктов 
гликирования путём регуляции экспрессии различных 
изоформ тяжёлых цепей миозина при 7-дневной функ-
циональной разгрузке m. soleus крыс, а также оценить 
эффективность препарата группы FIASMA в предотвра-
щении изменения мышечного фенотипа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и экспериментальный протокол
Эксперименты проводились на самцах крыс линии 

Wistar массой 200–250 г. Мышечная разгрузка модели-
ровалась по модели разгрузки задних конечностей (HS, 
hindlimb suspension) Новикова – Ильина в модификации 
Morey – Holton. Животные подвергались антиортостатиче-
скому вывешиванию (АОВ) под углом 30° в течение 7 дней 
со свободным доступом к воде и пище, а также со свобод-
ным передвижением по клетке. Исследование было одо-
брено этическим комитетом ФГБОУ ВО «Ижевская госу-
дарственная медицинская академия» Минздрава России 
(протокол № 685/1 от 10.03.2020). Эксперименты прово-
дились в соответствии с правилами работы с эксперимен-
тальными животными (Приложение к Приказу Минздрава 
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РФ № 267 от 19.06.2003). Для воздействия на ASM исполь-
зовался препарат группы FIASMA амитриптилин (ФГУП 
«Московский эндокринный завод», Россия), который вво-
дили животным с питьём в растворе (250 мг/л) в течение 
7 дней до начала HS и на протяжении всего эксперимента.

Все  животные были разделены на  четыре груп-
пы: 1)  виварный контроль (Сntr; n = 6); 2)  HS в течение 
7 дней (7d HS; n = 6); 3)  HS на фоне применения амитрип-
тилина (7d HS + AMI; n = 6); 4)  группа, в которой исследо-
вания проводили ex vivo на m. soleus, полученных от ин-
тактных крыс (n  =  4). После окончания эксперимента 
всех животных наркотизировали внутрибрюшинно ти-
летамином и золазепамом (Золетил, Вирбак, Франция, 
10 мг/кг 0,1 мл), извлекали m.  soleus, после чего сразу 
декапитировали. Для иммуногистохимического иссле-
дования мышечный биоматериал подвергали шоковой 
заморозке через мультипоровый криовиал в атмосфере 
жидкого азота [13]. Для иммуноблоттинга биоматериал 
сортировали в отдельные эппендорфы и замораживали. 
Все приготовленные образцы ткани хранили при –80 °С.

Для оценки атрофии фиксировали отношение мас-
сы m. soleus к массе тела животного, а также проводили 
измерения диаметра мышечных волокон на  попереч-
ных срезах, меченных антителами к мембранному мар-
керу кавеолину-3.

Флуоресцентные исследования
Для оценки иммунофлуоресценции изготавливали се-

рийные срезы m. soleus толщиной 14 мкм на микротоме 
HM525 NX Cryostat (Thermo Fisher Scientific, США). Срезы 
фиксировали 4%-м параформальдегидом в течение 15 мин 
и пермеабилизировали с 1%-м Тритотоном-Х100 и 5%-м 
бычьим сывороточным альбумином (BSA, bovine serum 
albumin). Срезы инкубировали в течение ночи при 4 °С, ис-
пользуя первичные антитела к церамиду (mouse IgG, 1:300; 
Enzo Life Sciences Inc., США), антитела к кислой сфингомие-
линазе (rabbit IgG, 1:200$ Affinity Biosciences, США), антите-
ла к «быстрым» (rabbit IgG, 1:200; Abcam, Великобритания) 
и «медленным» (mouse IgG, 1:200; Abcam, Великобритания) 
изоформам MyHC, антитела к КПГ (mouse IgG; Cloud-Clone 
Corp., США), RAGE (rabbit  IgG, 1:200; Affinity Biosciences, 
США), кавеолину-3 (rabbit  IgG, 1:200; Affinity Biosciences, 
США) и MyoD1 (rabbit IgG, 1:200; Affinity Biosciences, США). 
После инкубации срезы промывали и  наносили соот-
ветствующие вторичные антитела Alexa Fluor 647 (goat 
anti-mouse IgG, 1:300; Abcam, Великобритания) или Alexa 
Fluor 488 (goat anti-rabbit IgG, 1:300; Abcam, Великобрита-
ния) на 45 мин при 37 °C.

Исследование АФК проводили с  использованием 
H2DCFDA (2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеин диацетат; 
Lumiprobe, Россия), как было показано ранее [12]. Реактив 
наносили на криосекции мышечной ткани в концентра-
ции 10 µМ и инкубировали в течение 30 минут без доступа 
к свету с последующей флуоресцентной микроскопией.

Для исследования ex vivo m. soleus одной из конеч-
ностей каждой из  крыс инкубировали c  экзогенным  
AGE-BSA, m. soleus второй конечности служила контро-
лем и инкубировалась в буферном растворе без добав-
ления AGE-BSA. AGE-BSA изготавливали заранее путём 

инкубации BSA (50 мг/мл) с 0,5 М глюкозой в 0,2 М фос-
фатном буфере в течение 4 дней при 50 °С в стериль-
ных условиях. Извлечённые мышцы одной из конечно-
стей каждой из крыс помещали в камеру с буфером (NaCl 
137 мМ; KCl 5 мМ; CaCl2 2 мМ; MgCl2 2 мМ; NaHCO3 24 мМ; 
NaH2PO4 1 мМ; глюкоза 11 мМ; рН = 7,4) с добавлением 
AGE-BSA (16 мкг/мл); мышцу другой конечности инкуби-
ровали в том же буфере без добавления AGE-BSA в тече-
ние 2 ч. После инкубации мышцы фиксировали в раство-
ре 4%-го параформальдегида в течение 1 ч, отмывали 
в физиологическом растворе и инкубировали с первич-
ными поликлональными антителами к MyoD1 (rabbit IgG, 
1:1000; Affinity Biosciences, США) в течение ночи при 4 °C. 
Вторичные антитела Fluor 647 (goat anti-rabbit IgG, 1:300; 
Affinity Biosciences, США) наносили на 60 мин при 37 °C. 
Ядра окрашивали с помощью красителя DAPI.

Флуоресцентный сигнал детектировали с помощью 
микроскопа Nikon Eclipce E200 (Nikon Corporation, Япо-
ния), оснащённого EF-2E эпифлуоресцентной насадкой 
и цифровой RGB-камерой высокого разрешения Nikon се-
рии DS-FI3 (Nikon Corporation, Япония). Результаты оцен-
ки и обработки флуоресцентного сигнала представлены 
в условных единицах (у. е.), формируемых программным 
обеспечением Fiji на основании преобразования пока-
зателей количества и яркости пикселей в изображении.

Вестерн-блоттинг
Количественную оценку компонентов окислитель-

ного стресса и  сигналинга КПГ производили методом 
иммуноблоттинга. В  пробах белок выравнивали отно-
сительно его концентраций, рассчитанных по общепри-
нятому методу Бредфорда. Разделение белков проводи-
ли с использованием электрофореза в градиентном (4–
12  %) SDS-полиакриламидном геле (SDS-PAGE, sodium 
dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Пере-
нос на нитроцеллюлозные мембраны оценивали посред-
ством окраски Ponceau S. Полученные мембраны инку-
бировали с первичными антителами к NOX2 (rabbit IgG, 
1:1000; Affinity Biosciences, США), КПГ и RAGE (rabbit IgG, 
1:1000; Affinity Biosciences, США) в течение ночи при 4 °С. 
Вторичные антивидовые антитела с пероксидазной мет-
кой (goat anti-rabbit IgG, 1:500; Abcam, Великобритания) 
наносили на нитроцеллюлозные мембраны и инкубиро-
вали в течение 1 ч при 37 °С. Проявляли полосы с помо-
щью диаминбензидиновой реакции. Цифровые изобра-
жения анализировали в программе ImageLab Software 
(Bio-Rad, США), и представляли результаты в виде услов-
ных единиц, преобразованных программным обеспече-
нием на основании градиента серого цвета.

Статистическая обработка
Статистическая обработка результатов производи-

лась методом вариационной статистики на языке про-
граммирования Python (v. 3.12). Оценка статистической 
значимости различий между группами проводилась по-
средством непараметрических методов. Для сравнения 
данных, полученных от трёх групп, применялся крите-
рий Краскела  –  Уоллиса, для  уточнения парных меж-
групповых различий применялся метод парной оценки 
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Манна – Уитни. Различия между группами считались ста-
тистически значимыми при p < 0,05. Данные иммуноф-
луоресценции и иммуноблоттинга были представлены 
в виде медианы и значений 1-го и 3-го квартилей (Q1; Q3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка массы камбаловидных мышц и диаметра 
мышечных волокон при 7-дневной  

функциональной разгрузке
Анализ диаметра Ферета мышечных волокон, а так-

же измерение относительной массы мышц проводились 
нами для оценки степени атрофии мышц при 7-дневной 
функциональной разгрузке и эффектов влияния блока-
тора кислой сфингомиелиназы.

В группе 7-дневной разгрузки как относительная мас-
са мышц, так и диаметр мышечных волокон имели бо-
лее низкие значения по сравнению с группой контроля 
(p = 0,002). На фоне применения амитриптилина, напро-
тив, масса мышц увеличивалась в сравнении с группой 
разгрузки без препарата (p = 0,026). Подобная тенденция 
к увеличению также была обнаружена нами при исследо-
вании диаметра мышечных волокон, который уменьшал-
ся при АОВ (p = 0,008), однако в данном случае статисти-
чески значимых изменений в группе разгрузки на фоне 
введения амитриптилина по сравнению с группой раз-
грузки без препарата обнаружено не было. В то же вре-
мя статистически значимых различий в группе примене-
ния амитриптилина на фоне вывешивания также не на-
блюдалось и при сравнении с контрольными животны-
ми (рис. 1).

РИС 1.  
Относительная масса m. soleus крыс и диаметр Ферета мы-
шечных волокон при 7-дневной функциональной разгрузке 
без введения амитриптилина (7d HS) и на фоне его примене-
ния (7d HS + AMI): Cntr – контроль; * – различия статистиче-
ски значимы при p < 0,05 в сравнении с контролем; # – разли-
чия статистически значимы при p < 0,05 в сравнении с выве-
шиванием

FIG. 1.  
Relative mass of rat soleus muscles and Feret diameter of mus-
cle fibers during 7-day hindlimb suspension (7d HS) and 7-day 
hindlimb suspension with amitriptyline administration 
(7d HS + AMI): Cntr – control animals; * – differences are statisti
cally significant at p < 0.05 in comparison with the control rats;  
# – differences are statistically significant at p < 0,05 in comparison 
with HS rats
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Оценка мышечного фенотипа и уровней кислой 
сфингомиелиназы и церамида в m. soleus крыс 

при 7-дневной функциональной разгрузке
Для  того чтобы охарактеризовать компоненты 

сфинголипидного сигналинга и  мышечный фенотип 
при  7-дневной функциональной разгрузке, нами был 
проведён анализ иммунофлуоресценции церамида, 
ASM, «быстрой» и  «медленной» изоформ MyHC на  по-

перечных криосекциях m. soleus крыс (рис. 2). Функци-
ональная разгрузка к 7-му дню АОВ характеризовалась 
существенным приростом интенсивности, детектируе-
мой от комплексов антител, иммунореактивных к цера-
миду и ASM (p = 0,001 и p = 0,001 соответственно). Приме-
нение амитриптилина частично нивелировало данный 
прирост: показатели иммунофлуоресценции церамида 
и ASM стали статистически значимо ниже, чем в груп-

РИС. 2.  
Иммунофлуоресцентное исследование церамида, ASM, «бы-
строй» и «медленной» изоформ MyHC в камбаловидных мыш-
цах крыс при 7-дневном антиортостатическом вывешива-
нии без введения амитриптилина (7d HS) и на фоне его при-
менения (7d HS + AMI): Cntr – контроль; * – различия стати-
стически значимы при p < 0,05 в сравнении с контролем;  
# – p < 0,05 в сравнении с вывешиванием

FIG. 2.  
Immunofluorescence study of ceramide, ASM, “fast” and “slow” 
MyHC isoforms in rat soleus muscles at 7-day hindlimb suspension 
(7d HS) and 7-day hindlimb suspension with amitriptyline adminis-
tration (7d HS + AMI): Cntr – control animals; * – differences are sta-
tistically significant at p < 0.05 in comparison with the control rats; 
# – differences are statistically significant at p < 0.05 in comparison 
with HS rats
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пе вывешивания без применения ингибитора (p = 0,001 
и p = 0,005 соответственно) (рис. 2а–в).

Для  оценки изменения мышечного фенотипа 
мы проанализировали количественное отношение во-
локон, экспрессирующих «быстрые» и «медленные» изо-
формы MyHC (рис.  2а,  г). Закономерно, что  7-дневная 
функциональная разгрузка сопровождалась сдвигом 
данного отношения в сторону значительного увеличе-
ния количества волокон, экспрессирующих «быстрые» 
изофромы MyHC (p < 0,001). Применение амитриптили-
на способствовало частичному предотвращению изме-
нения фенотипа m. soleus, на что указывала более низ-
кая величина соотношения «быстрых» и  «медленных» 
волокон (p = 0,029).

Влияние ингибитора кислой сфингомиелиназы 
амитриптилина на изменения NADPH-оксидазы 2 

и активных форм кислорода в m. soleus крыс 
при 7-дневной функциональной разгрузке

Исследование АФК было проведено нами на  по-
перечных криосекциях мышечной ткани (рис.  3а,  б). 
В  группе животных, подвергнутых функциональной 
разгрузке, мы наблюдали статистически значимый при-
рост детектируемого флуоресцентного сигнала, вы-
званного взаимодействием H2DCFDA с АФК (p < 0,001). 
Более низкие показатели яркости флуоресценции де-
монстрировала группа животных, получавших ами-
триптилин до  и  в  течение функциональной разгруз-
ки (p < 0,001).

Иммунофлуоресцентный анализ NOX2 показал ста-
тистически значимый прирост прооксидантного марке-
ра в группе разгрузки; применение амитриптилина ха-
рактеризовалось тенденцией к снижению NOX2 по срав-
нению с группой разгрузки (рис. 3а, в). Анализ тотального 
содержания NOX2, согласно результатам вестерн-блот-
тинга, несмотря на наличие тенденции к росту в группе 
вывешивания без препарата, не показал статистически 
значимых различий в сравнении с контролем (рис. 3г).

Оценка конечных продуктов гликирования 
и их рецепторов в m. soleus крыс при 7-дневной 

функциональной разгрузке
Исследование было проведено нами посредством 

анализа иммунофлуоресценции КПГ на поперечных кри-
осекциях мышечной ткани, а также посредством оцен-
ки их уровня в гомогенатах мышечной ткани с помощью 
вестерн-блоттинга (рис. 4). Полученные данные проде-
монстрировали статистически значимый прирост КПГ 
по сравнению с контрольной группой (p = 0,001) в им-
мунофлуоресцентных исследованиях. Использование 
амитриптилина характеризовалось незначительной 
тенденцией к  снижению иммунофлуоресценции КПГ 
по  сравнению с  функциональной разгрузкой, однако 
наблюдался более высокий уровень КПГ по сравнению 
с контрольной группой. Иммуноэкспрессия КПГ в гомо-
генатах мышечной ткани показала, что белки с молеку-
лярной массой 75–100 кДа имеют некоторую преимуще-
ственную подверженность гликозилированию (рис. 4в).

Иммунофлуоресценция и  тотальное содержание 
RAGE в  m.  soleus в  значительной степени увеличива-
лись на  фоне 7-дневной функциональной разгрузки 
(p  =  0,002). Применение амитриптилина значительно 
снижало интенсивность иммунофлуоресценции RAGE 
в  области сарколеммы, согласно данным иммунофлу-
оресцентного анализа, а  также показало тенденцию 
к снижению тотального содержания, согласно резуль-
татам вестерн-блоттинга (рис. 5). В то же время уровни 
иммунофлуоресценции и тотального содержания RAGE 
оставались увеличенными по сравнению с группой кон-
троля (рис. 5).

Анализ индуцированной конечными  
продуктами гликирования ядерной  

иммунофлуоресценции MyoD1 в m. soleus крыс
На  поперечных криосекциях мышечной ткани 

мы проанализировали иммунофлуоресценцию MyoD1, 
а  именно её  изменение в  областях ядерного DAPI 
(4',6-diamidino-2-phenylindole) окрашивания (рис. 6а, б). 
Функциональная разгрузка в течение 7 дней продемон-
стрировала статистически значимый прирост уровня 
ядерно-локализованного MyoD1 (p  =  0,041). При  этом 
мы не обнаружили разницы по уровню интенсивности 
иммунофлуоресцентного сигнала от  MyoD1 в  группе, 
получавшей амитриптилин до и во время вывешивания 
по сравнению с контролем.

В  ex  vivo исследовании иммунофлуоресценции 
MyoD1 (рис. 6в, г) на фоне предварительной инкубации 
препарата m. soleus с AGE-BSA было обнаружено значи-
тельное повышение иммунофлуоресцентного сигнала, 
ко-локализованного с областями DAPI-окрашивания ми-
оядер (p < 0,001).

ОБСУЖДЕНИЕ

В  данной работе мы  исследовали роль актива-
ции ASM и  церамид-ассоциированного увеличения 
АФК с  КПГ/RAGE/MyoD1-зависимым путём регуля-
ции экспрессии быстрых и медленных изоформ MyHC 
при  7-дневной функциональной разгрузке m.  soleus 
крыс. Применение препарата группы FIASMA амитрип-
тилина при функциональной разгрузке в качестве спо-
соба воздействия на сфингомиелиназный гидролиз по-
казало, что  уменьшение ASM-зависимых генераций 
сарколеммального церамида в мышце частично пре-
дотвращает сдвиг миозинового фенотипа и ядерную 
транслокацию MyoD1, снижает уровень АФК и RAGE, 
частично предотвращает потерю массы мышц и диа-
метра мышечных волокон, но не влияет на КПГ В ис-
следованиях ex vivo мы показали, что добавление AGE-
BSA в качестве экзогенного КПГ способно приводить 
к  значительному увеличению ядерной иммунофлуо-
ресценции MyoD1 – предположительно, вследствие 
индукции ядерной транслокации данного транскрип-
ционного фактора в результате активации пути КПГ/
RAGE/MyoD1.



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2025, Vol. 10, N 1

130
Morphology, physiology and pathophysiology Морфология, физиология и патофизиология 

Известно, что функциональная разгрузка сопрово-
ждается различными изменениями структуры и  функ-
ции скелетных мышц. В наших предшествующих иссле-
дованиях мы  показали, что  ингибиторы кислой сфин-
гомиелиназы кломипрамин и амитриптилин способны 
эффективно уменьшать уровень церамида, АФК и про-
оксидантных ферментов; частично нивелировать сдвиг 

изоформ MyHC в сторону «быстрых»; частично предот-
вращать снижение массы мышц и диаметра мышечных 
волокон на фоне 14-дневной функциональной разгруз-
ки [4, 12]. В данном исследовании на сроке 7 дней по-
сле разгрузки мы также подтверждаем, что ингибитор 
FIASMA амитриптилин статистически значимо предот-
вращает рост уровня церамида, ASM, АФК, а также ча-

РИС. 3.  
Иммунофлуоресценция АФК и уровень протеина NOX2 (ве-
стерн-блоттинг) в камбаловидных мышцах крыс при 7-днев-
ном антиортостатическом вывешивании без ингибитора 
ASM (7d HS) и при применении амитриптилина (7d HS + AMI): 
Cntr – контроль; * – различия статистически значимы 
при p < 0,05 в сравнении с контролем; # – p < 0,05 в сравнении 
с вывешиванием

FIG. 3.  
Immunofluorescence study of ROS and NOX2 level in rat soleus 
muscles at 7-day hindlimb suspension (7d HS) and 7-day hindlimb 
suspension with amitriptyline administration (7d HS + AMI): 
Cntr – control animals; * – differences are statistically significant 
at p < 0.05 in comparison with the control rats; # – differences 
are statistically significant at p < 0.05 in comparison with HS rats
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стично предотвращает увеличение RAGE, трансформа-
цию мышечного фенотипа от «медленного» к «быстро-
му», потерю относительной массы мышц и уменьшение 
диаметра мышечных волокон.

Как утверждалось ранее, сигнальные пути КПГ по-
средством взаимодействия со  своими рецепторами 
RAGE способны приводить к развитию окислительного 
стресса и воспаления [7]. С другой стороны, сигнальный 
путь RAGE может опосредованно стимулировать транс-
крипционный фактор MyoD1 и быть связанным с акти-
вацией транскрипции быстрых изоформ миозина [11, 
14]. В  работе T.  Egawa и  соавт. впервые было показа-
но, что функциональная разгрузка на фоне 14 дней со-
провождается увеличением КПГ и их рецепторов RAGE 
в камбаловидных мышцах мышей. Авторы данной ра-
боты также показали, что ингибирование RAGE сопро-
вождается уменьшением изменений, ассоциирован-
ных с  воспалением, а  также ограничивает снижение 
мышечной массы, уменьшение размеров мышечных 
волокон и  количество волокон медленного типа [10]. 
В данной работе не изучались изменения, ассоцииро-

ванные с другими мишенями сигналинга RAGE, а имен-
но NOX2 и MyoD1.

В нашем исследовании на фоне 7-дневной разгруз-
ки мы также обнаружили увеличение RAGE и КПГ в кам-
баловидных мышцах (иммунофлуоресцентная микро-
скопия), однако результаты КПГ-модифицированных 
белков, по  данным вестерн-блоттинга, не  характери-
зовались значительными изменениями во всех иссле-
дуемых группах. Учитывая, что КПГ могут быть образо-
ваны не только из белковых молекул, но также из липи-
дов и ДНК, можно предположить, что данные, получен-
ные нами посредством иммунофлуоресцентного мето-
да, характеризуют наиболее полную картину изменений. 
В то же время нельзя исключить, что 7-дневный срок раз-
грузки не приводит к выраженным модификациям бел-
ков, опосредованным процессом гликации, по сравне-
нию с более длительным сроком 14-дневной разгрузки, 
исследованным в работе T. Egawa и соавт. 

Примечательно, что  применение амитриптилина 
на  фоне разгрузки приводило к  статистически значи-
мому уменьшению уровней RAGE по сравнению с груп-
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РИС. 4.  
Исследование иммунофлуоресценции (а, б) и уровня КПГ (в, г; ве-
стерн-блоттинг) в камбаловидных мышцах крыс при 7-днев-
ном антиортостатическом вывешивании (7d HS) и 7-дневном 
антиортостатическом вывешивании с применением ами-
триптилина (7d HS + AMI) в течение 7 дней: Cntr – контроль;  
* – различия статистически значимы при p < 0,05 в сравнении 
с контролем; # – p < 0,05 в сравнении с вывешиванием

FIG. 4.  
Immunofluorescence (а, б) and immunoexpression study of AGEs 
(в, г ) in rat soleus muscles at 7-day hindlimb suspension (7d HS) 
and 7-day hindlimb suspension with amitriptyline administration 
(7d HS + AMI): Cntr – control animals; * – differences are statisti
cally significant at p < 0.05 in comparison with the control rats;  
# – p < 0.05 in comparison with HS rats



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2025, Vol. 10, N 1

132
Morphology, physiology and pathophysiology Морфология, физиология и патофизиология 

GAPDH

RAGE

200 µm

R
A

G
E

Cntr 7d HS 7d HS+AMI

а

б в

Cntr                 7d HS          7d HS+AMI

И
н

т
е
н

с
и

в
н

о
с
т
ь

ф
л

у
о

р
е
с
ц

е
н

ц
и

и
,
у.

е
.

R
A

G
E

*

*, #

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25
Cntr                   7d HS            7d HS+AMI

R
A

G
E

/G
A

P
G

H

3,2

3,0

2,8

2,6

2,4

2,2

2,0

1,8

1,6

1,4

1,2

1,0

0,8

*

РИС. 5.  
Исследование иммунофлуоресценции и уровня белка RAGE ме-
тодом иммуноблоттинга в камбаловидных мышцах крыс 
при антиортостатическом вывешивании в течение 7 дней 
(7d HS) и вывешивании с применением амитриптилина (7d 
HS + AMI) (а–в); Cntr – контроль; * – различия статистиче-
ски значимы при p < 0,05 в сравнении с контролем; # – p < 0,05 
в сравнении с вывешиванием

FIG. 5.  
Immunofluorescence study and immunoblot analysis of RAGE 
protein in rat soleus muscles at 7-day hindlimb suspension (HS) 
and 7-day hindlimb suspension with amitriptyline administration 
(7d HS + AMI) (а–в): Cntr – control animals; * – differences are sta-
tistically significant at p < 0.05 in comparison with the control rats; 
# – differences are statistically significant at p < 0.05 in comparison 
with HS rats

пой разгрузки без препарата, однако препарат практи-
чески не повлиял на повышенный уровень КПГ. Умень-
шение уровня RAGE на фоне ингибитора ASM амитрип-
тилина можно объяснить снижением генерации цера-
мида. ASM предположительно предотвращает процесс, 
при котором повышение уровня церамида способству-
ет увеличению продукции АФК и  дальнейшей стиму-
ляции экспрессии RAGE. Известно, что между активны-
ми формами кислорода и RAGE также существует пере-
крёстная взаимосвязь. Так, с одной стороны, активация 
RAGE способствует образованию АФК, а с другой – АФК 
могут стимулировать экспрессию RAGE [15]. Ранее нами 
было показано, что добавление экзогенной сфингомие-
линазы к камбаловидной мышце в модели ex vivo может 
приводить к более чем 6-кратному увеличению продук-

ции АФК [12]. Мы предполагаем, что предотвращение 
образования АФК посредством уменьшения церамида 
и  сфингомиелиназы при  разгрузке на  фоне примене-
ния амитриптилина способствует уменьшению образо-
вания АФК и, как следствие, к уменьшению экспрессии 
и активации сигнальных путей, ассоциированных с ре-
цепторами RAGE.

Для  оценки механизмов, связанных с  изменением 
фенотипа волокон камбаловидных мышц на фоне раз-
грузки мы изучили одну из мишеней сигнального пути 
RAGE – транскрипционный фактор MyoD1. Известно, 
что уровни MyoD1 в большей степени экспрессируют-
ся в «быстрых» мышцах по сравнению с «медленными», 
а сам фактор играет роль в активации транскрипции бы-
стрых цепей миозина и, как следствие, в трансформа-
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РИС. 6.  
а, б – исследование иммунофлуоресценции MyoD1 в попереч-
ных срезах камбаловидных мышцах крыс при 7-дневном ан-
тиортостатическом вывешивании (7d HS) и -дневном ан-
тиортостатическом вывешивании с применением ами-
триптилина (7d HS + AMI); в, г – ex vivo исследование им-
мунофлуоресценции MyoD1 в препаратах камбаловидных 
мышц, инкубированных с AGE-BSA (AGEs+): Cntr – контроль; 
10×, 40× – степени увеличения при микроскопии; * – разли-
чия статистически значимы при p < 0,05 в сравнении с кон-
тролем; # – различия статистически значимы при p < 0,05 
в сравнении с вывешиванием

FIG. 6.  
а, б – study of MyoD1 immunofluorescence in transverse sec-
tions of rat soleus muscles at 7-day hindlimb suspension (7d HS) 
and 7-day hindlimb suspension with amitriptyline administration 
(7d HS + AMI); в, г – ex vivo study of MyoD1 immunofluorescence 
in preparations of m. soleus incubated with AGE-BSA (AGEs+);  
Cntr – control animals; 10×, 40× – microscopy zoom; * – differences 
are statistically significant at p < 0.05 in comparison with the con-
trol rats; # – differences are statistically significant at p < 0,05 
in comparison with HS rats
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ции фенотипа от медленного к быстрому посредством 
дефосфорилирования и перемещения фактора в ядро 
[16]. Состояния, связанные с атрофией от бездействия, 
а также с денервацией и регенерацией, сопровождают-
ся увеличением экспрессии MyoD1 [17, 18].

В нашем исследовании мы также показали, что уро-
вень MyoD1 в  ядрах камбаловидных мышц увеличи-
вается на  фоне 7-дневной разгрузки. Примечательно, 
что на фоне применения ингибитора ASM наблюдалась 
заметная тенденция к уменьшению уровня MyoD1 в об-
ласти миоядер. Исследования о взаимосвязи КПГ, RAGE 
и MyoD1 немногочисленны и проводились только на от-
дельных мышечных клетках (миобластах), но не на цель-
ной мышечной ткани [11], поэтому в данном контексте 
нами были проведены эксперименты в модели ex vivo, 
в которых мы показали, что 2-часовой инкубации с экзо-
генными КПГ оказалось достаточно для достижения зна-
чимых изменений, которые характеризовались стати-
стически значимым увеличением уровня MyoD1 в ядрах 
мышечных волокон. Это подтверждает гипотезу о воз-
можности влияния КПГ на активацию MyoD1 в скелет-
ных мышцах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в настоящем исследовании были из-
учены механизмы взаимосвязи сфинголипидного сигна-
линга (а именно роль церамида, образующегося в ката-
литическом сфингомиелиназном пути) с образованием 
конечных продуктов гликации и изменениями регуляции 
сдвига фенотипа мышечных волокон в условиях 7-днев-
ной разгрузки m. soleus. Согласно результатам исследо-
вания, мы предполагаем, что активация ASM на фоне раз-
грузки может способствовать MyoD1-ассоциированной 
трансформации «медленного» фенотипа волокон камба-
ловидной мышцы в «быстрый» посредством увеличения 
продукции АФК, способствующих стимуляции сигналь-
ных путей RAGE.
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