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Механизмы взаимодействия клетки и гравитационного поля до сих пор малоизученны и практиче-
ски отсутствуют данные о влиянии изменения силы тяжести на половые клетки. Целью данной ра-
боты было определение уровней экспрессии генов, кодирующих цитоскелетные белки (бета- и гам-
ма-актин, актин-связывающие белки альфа-актинин-1 и альфа-актинин-4, бета-тубулин, десмин)
методом количественной ПЦР, уровня локального (CpG-островки промоторных областей исследо-
ванных генов) и тотального метилирования методом рестрикционного анализа, содержания 5-гид-
роксиметилцитозина методом дот-блоттинга, а также содержания ферментов, обеспечивающих
установление/поддержание соответствующего уровня метилирования методом вестерн-блоттинга,
в сперматозоидах мышей, которые в течение 30 суток подвергались антиортостатическому вывеши-
ванию и последующему 12-часовому восстановлению. Мы также вводили мышам перорально эс-
сенциальные фософолипиды, определяя вышеописанные параметры. Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что антиортостатическое вывешивание не приводило к существенным измене-
ниям уровня экспрессии генов, кодирующих белки актинового цитоскелета в сперматозоидах,
однако после 12-часового восстановления экспрессия увеличивалась. При этом метилирование
CpG-островков в промоторных областях этих генов снижалось. Пероральное введение эссенциаль-
ных фосфолипидов нивелировало эти изменения. Экспрессия гена бета-тубулина снижалась после
вывешивания, и 12-часовое восстановление не меняло ситуацию, равно как и введение эссенциаль-
ных фосфолипидов. В целом, общий уровень метилирования был снижен только в группе 12-часо-
вого восстановления, коррелируя с увеличением экспрессии исследованных генов. В то же время,
содержание метилаз/деметилаз не менялось, однако увеличивалось содержание ацетилазы гисто-
нов, позволяя предположить, что в условиях изменения внешнего механического напряжения свою
роль в изменении экспрессии генов могут играть процессы модификации хроматина.
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ВВЕДЕНИЕ
Роль силы тяжести в онтогенезе до сих пор

остается малопонятной, несмотря на целый ряд
исследований различных аспектов влияния меха-
нического воздействия на развитие, в частности
раннее развитие млекопитающих (Бартон и др.,
1988; Ontogenesis of Mammals in Microgravity,
NASA TM – 103978, 1993; Fritzsch et al., 1995; Se-
rova et al., 1996; Savel’ev et al., 1998; Schenker et al.,
1998; Boonstra, 1999; Kojima et al., 2000; Serova, 2001).
Было показано, что экспонирование крыс во вто-
рой половине беременности в условиях космиче-
ского полета не приводит к заметным и устойчи-
вым изменениям в развитии зародышей (Serova
et al., 1996; Boonstra, 1999). Однако поскольку

крысы являются амниотами, то, возможно, более
чувствительными к изменению силы тяжести мо-
гут быть ранние стадии развития эмбрионов и да-
же половые клетки. Так, для мужских половых
клеток, известно, что скорость движения сперма-
тозоидов мышей после 7-суточного антиортоста-
тического вывешивания, моделирующего эффек-
ты невесомости, снижается (Kamiya et al., 2003),
увеличивается экспрессия генов, кодирующих
проапоптотические белки (Li et al., 2013), сни-
жается эффективность сперматогенеза (Pel-
legrini et al., 2010; Zhang et al., 2014). Тем не менее,
чем обусловлены подобные изменения в сперма-
тозоидах совершенно не ясно.
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На сегодняшний день не вызывает сомнений
участие внешнего механического поля в установ-
лении паттернов экспрессии различных генов, в
первую очередь, кодирующих цитоскелетные
белки и связанные с ними сигнальные каскады,
что было продемонстрировано в целом ряде экс-
периментов, связанных с изучением влияния из-
менения силы тяжести на различные типы клеток
и тканей (Zayzafoon et al., 2004; Meyers et al., 2004,
2005; Dai et al., 2007; Patel et al., 2007; Gershovich
et al., 2008; Pan et al., 2008). Так, было показано,
что при экспонировании мезенхимальных ство-
ловых клеток на машине случайного позициони-
рования, где суммарный вектор силы тяжести в
среднем за минуту равен нулю, меняется экспрес-
сия генов, кодирующих актин и тубулин (Plett et al.,
2004; Gershovich et al., 2008). Однако каким обра-
зом трансудуцируется внешний сигнал об изме-
нении механического поля в изменении экспрес-
сии генов остается совсем неясным.

Метилирование цитозина в сайтах CpG, осо-
бенно в промоторной области, является одним из
основных факторов, определяющих эффектив-
ность экспрессии данного гена. Однако в услови-
ях космического полета данные по этому вопросу
весьма немногочисленны. Было показано, что у
ростков риса имело место гиперметилирование,
что совсем не коррелировало с уровнем экспрес-
сии генов (Ou et al., 2009), хотя Cинг (Singh et al.,
2010), используя модельную систему на Т-лимфо-
цитах человека, продемонстрировали гипомети-
лирование ДНК. В то же время в лимфобластоид-
ных клетках наблюдалось изменение уровня не
только метилирования, но и гидроксиметилиро-
вания (Chowdhury et al., 2016).

Проведенное нами исследование образцов
тканей сердца и легких мышей, которые были за-
фиксированы в условиях космического полета
показало, что тотальный уровень метилирования
ДНК увеличивается на 21–32% в условиях косми-
ческого полета, при этом экспрессия генов мети-
лаз/деметилаз не менятеся, за исключением демети-
лазы Tet2 (гидроксилазы), которая снижается в той
же полетной группе (Ogneva et al., 2018). Однако в
той работе мы не определяли содержание непосред-
ственно фермента. Активное деметилирование гено-
ма млекопитающих было открыто только в 2009 году,
хотя первые данные были получены в 1971 г. и пока-
зано, что гидроксилазы семейства Tet могут участво-
вать в превращении 5mC в 5hmC, роль которого до
сих пор не ясна, но возможно 5hmC является проме-
жуточным продуктом перед полностью неметили-
рованным состоянием (Guo et al., 2011).

Учитывая все вышесказанное целью нашей ра-
боты было определение уровней экспрессии генов,
кодирующих цитоскелетные белки в сперматозои-
дах мышей, полный цикл сперматогенеза которых
проходил в условиях, моделирующих эффекты не-

весомости. При этом, мы решили определить уро-
вень тотального метилирования генома (в том чис-
ле и содержания 5hmC), метилирования некоторых
CpG островков в промоторных областях исследо-
ванных генов и содержания ферментов, обеспечи-
вающих установление/поддержание соответствую-
щего уровня метилирования.

Кроме того, наши предыдущие исследования
показывают, что введение фосфолипидов, в том
числе пероральное, мышам позволяет предотвра-
тить изменение паттерна цитоскелетных белков и
экспрессии кодирующих их генов (Ogneva et al.,
2016), поэтому и в данной работе мы также вводи-
ли эссенциальные фосфолипиды и оценивали их
эффект на вышеуказанные параметры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Организация эксперимента

Моделирование эффектов микрогравитации
проводили с использованием стандартной моде-
ли сдвига жидкостей в краниальном направлении
в сочетании с безопорностью задних конечностей
грызунов – модели антиортостатического выве-
шивания грызунов Ильина-Новикова в модифи-
кации Морей-Холтон (Morey-Holton et al., 2005).

В ходе эксперимента животные (мыши, самцы
линии C57black/6) содержались в стандартных
виварных условиях, получая стандартный корм
для грызунов и воду ad libitum. За 10 дней до нача-
ла эксперимента животных случайным образом
разделили на две группы (по n = 21), одна из кото-
рых начала получать перорально эссенциальные
фософолипиды в виде препарата EssentsialeR

Forte N (A. NATTERMANN and Cie. GmbH, Гер-
мания) в дозировке 500 мг/кг/сутки и получала их
в течение всего последующего срока эксперимен-
та (30 суток).

Животные были распределены случайным об-
разом по следующим группам:

– контрольная группа С (n = 7) – m = 28.2 ± 0.7 г;
– контрольная группа + эссенциальные фос-

фолипиды CE (n = 7) – m = 28.4 ± 0.5 г;
– группа вывешивания 30HS (n = 7) – m = 27.0 ±

± 0.9 г;
– группа вывешивания + эссенциальные фос-

фолипиды 30HSE (n = 7) – m = 25.0 ± 0.9 г;
– группа восстановления в течение 12 ч после

30-суточного вывешивания 30HS+12h (n = 7) – m =
= 26.1 ± 0.7 г;

– группа восстановления в течение 12 ч после
30-суточного вывешивания + эссенциальные фос-
фолипиды 30HSE (n = 7) – m = 26.0 ± 0.8 г.

После эвтаназии животных выделяли эпиди-
димисы семенников и семявыносящий канал для
последующего получения сперматозоидов. Все
процедуры с животными были одобрены комис-
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сией по биомедицинской этике ГНЦ РФ – ИМБП
РАН (протокол № 425 от 20 июня 2016 г.).

Выделение сперматозоидов
Сразу после выделения эпидидимисы поме-

щали в 1 мл подогретой до 37°С среды α-MEM с
10% бычьей сывороткой, которые далее измель-
чали и инкубировали на шейкере (Thermo Shuker
PST-60HL-4, BIOSAN, Южная Корея) в течение
30 мин при 37°С. Взвесь фильтровали через ней-
лоновые фильтры диаметром сетки 70 мкм, цен-
трифугировали 3 мин при 10000 об./мин и полу-
ченный таким образом осадок, представляющий
собой смесь подвижных форм сперматозоидов,
замораживали для последующего выделения бел-
ка и мРНК.

Определение относительного содержания
мРНК генов, кодирующих цитоскелетные белки,

методом количественной ПЦР
Тотальную РНК из замороженных спермато-

зоидов выделяли, используя RNeasy Micro Kit
(Qiagen, Германия), согласно инструкции произ-
водителя. Проводили обратную транскрипцию, с
использованием в качестве праймера d(T)15 и до-
бавляя 50 нг РНК. Оценку относительного содер-
жания мРНК исследуемых генов осуществляли с
помощью ПЦР в реальном времени с праймерами,
подобранными программой Primer3Plus (табл. 1),
результаты которой обрабатывали с использовани-
ем метода 2(-DeltaDeltaC(T)) (Livak et al., 2001).

Определение уровня тотального метилирования
ДНК и метилирования CpG-островков в промо-
торных областях генов методом рестрикционного
анализа (MspI/HpaII).

Для определения уровня метилирования тоталь-
ную ДНК выделяли из замороженных сперматозо-
идов, используя набор для выделения ДНК (Син-
тол, Россия) основанный на фенол/хлороформном
методе согласно инструкции производителя.

Для анализа тотального CpG метилирования в
локусах 5'-CCGG-3' использовали EpiJET Meth-
ylation Analysis Kit (MspI/HpaII) (Thermo Scientif-

ic, США) согласно инструкции производителя. В
случае, когда внутренний цитозин в тетрануклео-
тиде 5'-CCGG-3' метилирован, активность ре-
стриктазы Epi HpaII блокирована, в то время как
активность рестриктазы Epi MspI – нет. При про-
ведении рестрикции брали 1 мкг геномной ДНК,
а также по 1 мкг неметилированной плазмидной
ДНК pUC DNA/SmaI и полностью метилирован-
ной плазмидной ДНК mpUC DNA/SmaI в каче-
стве контроля отсутствия деградации ДНК в бу-
фере для рестрикции и эффективности работы
ферментов MspI и HpaII. Анализ результатов ре-
стрикции проводили в 1% агарозном геле с мар-
кером размеров FastRuler Middle Range DNA Lad-
der (Thermo Scientific, США), обработку результа-
тов – в программе Image Lab (Bio-Rad, США),
нормируя на общее содержание геномной ДНК в
соответствующей пробе.

Для определения уровня метилирования CpG-
островков в промоторных областях генов, кодирую-
щих цитоскелетные белки, ДНК, полученную по-
сле рестрикции, переосаждали фенол/хлороформ-
ным методом, затем проводили количественную
ПЦР с соответствующими праймерами, подобран-
ными программой Primer3Plus (табл. 2), и анализи-
ровали результаты согласно инструкции произво-
дителя EpiJET Methylation Analysis Kit (MspI/HpaII)
(Thermo Scientific, США).

Определение уровня содержания 5-гиброксиме-
тилцитозина (5hmC) в ДНК методом дот-блоттинга.

Выделенную фенол/хлороформным мето-
дом ДНК наносили на нитроцеллюлозную мем-
брану, предварительно измерив концентрацию
и денатурировав (95°С в течение 5 мин, далее
4°С – 3 мин), в трех разведениях – 1 мкг, 500 нг,
200 нг. Высушивали на воздухе, приваривали к
мембране ультрафиолетом и инкубировали в 4%
обезжиренном молоке в течение ночи при 4°С.

Для определения 5hmC использовали специ-
фичные антитела на основе иммуноглобулинов
кролика (Abcam, Великобритания) в разведении
0.5 мкг/мл в соответствии с инструкцией произ-
водителя. В качестве вторичных антител исполь-
зовали биотинилированные козьи антитела против
IgG кролика (Jackson ImmunoResearch Lab., Inc.,

Таблица 1. Последовательность праймеров и размер продуктов

Ген Последовательность праймера,
прямой/обратный (5'…3') Размер продукта, п.о.

Actb (бета-актин) gctgcgttttacaccctttc/gtttgctccaaccaactgct 218
Actg (гамма-актин) ctggtggatctctgtgagca/tcaggagggaagaaaccaga 184
Actn1 (альфа-актинин-1) ggtcagcagcaacctcctc/tctttctccaccttctctcca 167
Actn4 (альфа-актинин-4) accctgaacagactcccttg/gatcgacaagcctccatctc 168
Tubb2b (бета-тубулин 2B) ggcagcaagaagctaacgag/cgaacacgaagttgtctggc 302
Des (десмин) gtgaagatggccttggatgt/cgggtctcaatggtcttgat 182
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США) в разведении 1 : 10000. Затем мембраны об-
рабатывали раствором стрептавидина, конъюгиро-
ванного с пероксидазой хрена (Sigma, Германия) в
разведении 1 : 10000. Доты выявляли с помощью
3,3'-диаминобензидина (Merck, США). Для анали-
за полученных данных была использована про-
грамма ImageJ.

Определение содержания белков 
методом вестерн-блоттинга

Выделение тотального белка из сперматозои-
дов и денатурирующий электрофорез, проводили
по методу Лэмли с помощью системы Bio-Rad
(США). Измеряли концентрацию белка в каждой
пробе и во все лунки наносили одинаковое количе-
ство белка. Перенос на нитроцеллюлозную мембра-
ну проводили по Тоубину и др. (Towbin et al., 1979).

Для определения каждого белка были использо-
ваны специфичные антитела на основе иммуно-
глобулинов кролика в разведениях, рекомендован-
ных фирмой-производителем (Abcam, Великобри-
тания): для метилазы S-фазы Dnmt1 – 1 : 1000, для
метилазы de novo Dnmt3a – 1 : 2000, для 5-метилци-
тозингидроксилазы (деметилазы) TET1 – 2 мкг/мл,
TET2 – 1 : 1000, TET3 – 2 мкг/мл, для ацетилазы
гистонов KAT1/HAT1 – 1 : 1000, для деацетилазы
гистонов HDAC1 – 1 : 1000. В качестве вторичных
антител использовали биотинилированные козьи
антитела против IgG кролика (Jackson ImmunoRe-
search Lab., Inc., США) в разведении 1 : 10000. Далее
все мембраны обрабатывали раствором стрепта-
видина, конъюгированного с пероксидазой хрена
(Sigma, Германия) в разведении 1 : 10000. Белко-
вые полосы выявляли с помощью 3,3'-диамино-
бензидина (Merck, США) и данные анализирова-
ли в программе ImageJ.

Статистическая обработка
Полученные результаты статистически обра-

батывали с помощью ANOVA, используя для
оценки достоверности отличий между группа-
ми пост-хоковский t-тест с уровнем значимости
p < 0.05. Данные представлены в виде M ± SE, где

М – среднее арифметическое, SE – ошибка сред-
него значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Относительное содержание мРНК генов, 
кодирующих цитоскелетные белки

Относительное содержание мРНК гена бета-
актина и десмина не менялось в исследованных
группах (рис. 1а и 1е).

Содержание мРНК гена гамма-актина (рис. 1б),
не меняясь в ходе антиортостатического вывеши-
вания (группа 30HS), возрастало через 12 ч вос-
становления (группа 30HS+12h) на 42% (p < 0.05),
при этом в группах с применением эссенциаль-
ных фосфолипидов подобных изменений не бы-
ло. Аналогичные изменения отмечались для гена,
кодирующего актин-связывающий белок альфа-
актинин-4, где в группе 30HS+12h относительное
содержание мРНК было выше на 31% (p < 0.05)
относительно группы С (рис. 1г).

Относительное содержание мРНК гена, коди-
рующего альфа-актинин-1 (рис. 1в), увеличива-
лось в группе 30HS на 32% (p < 0.05) по сравне-
нию с группой C и оставалось повышенным (на
40%, p < 0.05) через 12 ч восстановления (группа
30HS+12h). В то же время в группах с применени-
ем эссенциальных фосфолипидов вывешивание
не приводило к изменению уровня экспрессии
гена альфа-актинина-1, однако пероральное вве-
дение эссенциале привело к увеличению экс-
прессии этого гена (на 51% (p < 0.05) в группе CE
по сравнению с группой С, на 41 и 53% (p < 0.05)
в группах 30HSE и 30HSE+12h соответственно).

Относительное содержание мРНК гена, коди-
рующего одну из субъединиц тубулина – Tubb2b,
снижалось после вывешивания на 38% (p < 0.05) и
оставалось на том же уровне через 12 ч реадаптации
(ниже контроля на 43%, p < 0.05) (рис. 1д). Анало-
гичная картина имела место и в группах с примене-
нием эссенциальных фосфолипидов: в группе
30HSE относительное содержание мРНК Tubb2b
было ниже, чем в контроле на 46% (p < 0.05), в

Таблица 2. Последовательность праймеров к промоторным областям, содержащим CpG-островки, генов, коди-
рующих цитоскелетные белки, и размер продуктов

Ген Последовательность праймера, 
прямой/обратный (5'…3') Размер продукта, п.о.

Actb (бета-актин) ccatcgccaaaactcttcat/gggttttataggacgccaca 229
Actg (гамма-актин) acgggactcaccccagat/atggcgatctttccaaaagc 292
Actn1 (альфа-актинин-1) ctgctggggtttgtagcttg/ccttaagctgaaccggagtg 180
Actn4 (альфа-актинин-4) accccgaaacaggttaaagc/gcctgcgcagttcacttg 243
Tubb2b (бета-тубулин 2B) cccttctcaagtccgagaca/ggtgggttcggtcttttatg 250
Des (десмин) ggtctcctgtcagctccttg/gtagccctcctgacatcacc 203
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группе 30HSE+12h – на 41% (p < 0.05). При этом
различий между группами C и CE не отмечалось.

Уровень метилирования CpG островков
в промоторных областях генов, кодирующих 

цитоскелетные белки

Изменений уровня метилирования промотор-
ной области гена Actb не наблюдалось (рис. 1а).
Для промоторной области гена Actg в группе
30HS+12h имело место достоверное (p < 0.05)
снижение уровня метилирования: с 69 (для груп-
пы C) до 41% (рис. 1б).

Наиболее существенные изменения уровня
экспрессии отмечали для гена Actn1, что коррели-
ровало с наиболее заметными изменениями уров-
ня метилирования CpG островков его промотор-
ной области (рис. 1в). Так, в группах 30HS и
30HS+12h уровень метилирования был ниже, чем
в контрольной группе на 53 и 62% соответственно
(p < 0.05). При этом в группах с применением эс-
сенциальных фосфолипидов вывешивание и по-
следующее восстановление не влияло на уровень
метилирования, который был одинаковым во
всех этих группах, однако относительно группы C
снижение было существенным: в группе CE на

Рис. 1. Относительное содержание мРНК и уровень метилирования CpG островков в промоторных областях генов,
кодирующих цитоскелетные белки. Столбцы гистограмм отражают изменение относительного содержания мРНК
(левая ось ординат), линии графика – уровень метилирования СpG-островков в промотной области соответствующе-
го гена (правая ось ординат). а – бета-актин (Actb). б – гамма-актин (Actg). в – альфа-актинин-1 (Actn1). г – альфа-ак-
тинин-4 (Actn4). д – бета-тубулин 2B (Tubb2b). е – десмин (Des). * – p < 0.05 по сравнению с контрольной группой С.
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66%, в группе 30HSE – на 65%, в группе
30HSE+12h – на 64% (p < 0.05).

Для гена Actn4 снижение уровня метилирова-
ния промоторной области (рис. 1г) наблюдали
только в группе 30HS+12h (на 22% относительно
группы C (p < 0.05)).

Для CpG островков промоторных областей ге-
нов Tubb2b (рис. 1д) и Des (рис. 1е) изменений
уровня метилирования отмечено не было.

Общий уровень метилирования и относительное 
содержание 5-гидроксиметилцитозина

Тотальный уровень метилирования генома
(рис. 2а) сперматозоидов не менялся после 30-
суточного антиортостатического вывешивания

мышей, однако последующее 12-часовое восста-
новление приводило к его снижению на 23%
(группа 30HS+12h) относительно уровня кон-
троля (p < 0.05). При этом в группах с применени-
ем эссенциальных фосфолипидов изменений не
наблюдалось.

В то же время, относительное содержание
5-гидроксиметилцитозина не изменилось ни в од-
ной из групп исследования (рис. 2б).

Относительное содержание метилаз/деметилаз
и ацетилаз/деацетилаз

Относительное содержание метилазы S-фазы
DNMT1 (рис. 3а), метилазы de novo DNMT3a
(рис. 3а), деметилаз (гидроксилаз) TET1, TET2,
TET3 (рис. 3б) не менялось ни в одной из групп
исследования.

Также не менялось содержание гистон-деаце-
тилазы HDAC1 (рис. 3в), однако содержание ги-
стон-ацетилазы HAT1 (рис. 3в) несколько, но до-
стоверно, увеличивалось на 10% (p < 0.05) в группе
12-часового восстановления после 30-суточного
вывешивания (30HS+12h), оставаясь неизменным
во всех остальных группах исследования.

ОбСУЖДЕНИЕ
Эволюция всех живых организмов на Земле

происходила в условиях постоянного действия
силы тяжести, что обусловливает целый ряд, по-
видимому, негативных изменений, возникающих
в различных живых системах при ее отсутствии, в
частности в условиях космического полета. На
сегодняшний день механизмы взаимодействия
гравитационного поля с живыми системами оста-
ются малопонятными, в первую очередь на кле-
точно-молекулярном уровне. Например, неясно
каким образом реализуется механизм, действие
которого приводит как к длительному, так и тран-
зиторному изменению экспрессии целого ряда
генов, в частности, кодирующих цитоскелетные
белки.

Экспрессия генов,
кодирующих цитоскелетные белки

Полученные нами в данной работе результаты
свидетельствуют о том, что экспрессия изоформ
актина в сперматозоидах мышей в условиях 30-су-
точного вывешивания не менятеся, однако по-
следующее 12-часовое восстановление приводит
к увеличению содержания мРНК гамма-актина,
также как и изоформ актин-связывающих белков –
альфа-актининов 1 и 4. Сопоставляя эти резуль-
таты с результатами, полученными нами ранее
при исследовании тканей сердца и мышц задних
конечностей (Ogneva et al., 2014a, 2015, 2016),
можно предполагать, что ранний период реадап-

Рис. 2. Параметры тотального метилирования гено-
ма. а – относительный уровень общего метилирова-
ния генома. б – относительное содержание 5-гид-
роксиметилцитозина (5hmC) и типичный дот-блот.
* – p < 0.05 по сравнению с контрольной группой С.
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таци после длительного вывешивания можно
расценивать как увеличение механической на-
грузки, “требующее” более развитого цитоске-
лета.

В предыдущих работах мы предполагали, что
первичные акты клеточной механорецепции могут
быть связаны с диссоциацией от кортикального
цитоскелета различных изформ альфа-актинина

Рис. 3. Относительное содержание белков, участвующих в установлении/регуляции паттернов метилирования, и ти-
пичные вестерн-блоты. а – метилазы: S-фазы DNMT1 и de novo DNMT3a. б – деметилазы (гидроксилазы): TET1,
TET2, TET3. в – гистон-деацетилаза HDAC1 и гистон-ацетилаза HAT1. * – p < 0.05 по сравнению с контрольной груп-
пой С.
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(альфа-актинина-1 в случае увеличения механиче-
ского напряжения и альфа-актинина-4 – при его
уменьшении) и, соответственно, с регуляцией экс-
прессии соответствующих генов (Ogneva et al.,
2014b). Поэтому, предполагая, что антиортостати-
ческое вывешивание будет приводить к снижению
внешней механической нагрузки и, как следствие
к диссофциации на ранних этапах альфа-актини-
на-4, мы ожидали что после 30 суток произойдет
увеличение экспрессии альфа-актинина-1, в
связи с возможностью их взаимной регуляции
уровней экспрессии (Honda et al., 1998). Дей-
ствительно, в группе 30HS было отмечено увели-
чение относительного содержания мРНК гена
альфа-актинина-1.

В продолжение вышеизложенной гипотезы мы
применяли эссенциальные фосфолипиды с целью
изменения структуры кортикального цитоскелета.
Эссенциальные фосфолипиды способствуют экс-
тракции холестерина из клеточных мембран, бла-
годаря наличию полиненасыщенных жирных кис-
лот в обоих липидных хвостах. Экстракция холе-
стерина из клеточных мембран приводит, в свою
очередь, к изменению жесткости кортикального
цитоскелета (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2011).
Мы предполагаем, что изменение жесткости кор-
тикального цитоскелета может вести к измене-
нию порога чувствительности клетки к измене-
нию внешнего механического поля (Ogneva, 2013;
Ogneva et al., 2014, 2016). Полученные ранее ре-
зультаты дают некоторые основания полагать,
что подобный подход может быть эффектив-
ным для разработки методов протекции в усло-
виях невесомости. Поскольку эссенциальные
фосфолипиды встраиваются в различные кле-
точные мембраны (Jayraman et al., 2008), в том
числе и сперматозоиды, то была выбрана дли-
тельность эксперимента, соответствующая по-
чти полному циклу сперматогенеза у мышей.
Нам удалось предотвратить изменения, наблю-
давшиеся в группах без применения фосфоли-
пидов, в частности, в ранний период реадапта-
ции. Однако, хотя для альфа-актинина-1 относи-
тельный уровень содержания мРНК между
группами CE, 30HSE и 30HSE+12h был одинако-
вым, тем не менее, этот уровень был существенно
выше по сравнению с группой C.

Антиортостатическое вывешивание также при-
вело к снижению уровня экспрессии гена, кодиру-
ющего одну из изоформ тубулина, который не вос-
становился за последующие 12 ч реадаптации. Воз-
можно, именно снижением содержания тубулина
можно объяснить снижение скорости движения
сперматозоидов, которое отмечалось в условиях
микрогравитации (Kamiya et al., 2003; Ikeuchi et al.,
2005). Более того, в данном случае, применение эс-
сенциальных фосфолипидов не позволило предот-
вратить подобные изменения. С одной стороны,
это может свидетельствовать о разнообразии меха-

низмов реализации клеточной чувствительности к
внешним механических условиям. С другой сторо-
ны, можно предположить, что дифференцировка
вторичных сперматоцитов, прошедших 2-ое деле-
ние мейоза, и последующее созревание сперма-
тид, в ходе которых происходит формирование
жгутика, требующее наличия белка тубулина (со-
ответственно и экспрессии кодирующего его ге-
на), могут быть существенно более зависимы от
вторичных факторов, возникающих при модели-
ровании эффектов микрогравитации, нежели от
прямого изменения внешнего механического по-
ля. Таким фактором может быть, например, на-
блюдаемое в условиях невесомости изменение
гормонального статуса (Kamiya et al., 2003).

Вышеописанные изменения относительного
содержания мРНК генов, кодирующих цитоске-
летные белки, могут быть связаны с действием це-
лого ряда факторов, таких как ремоделирование и
модификации хроматина, изменение метилирова-
ния генома, рекрутирование комплексов актива-
ции и сайленсинга (например, белков групп Poly-
comb и Trithorax) и т.д.

В данной работе мы решили проанализировать
модификации непосредственно ДНК, а именно
метилирование генома.

Уровень метилирования генома и содержание 
белков, участвующих в установлении/регуляции 

паттернов метилирования

Точечный анализ уровня метилирования сви-
детельствует о том, что увеличение уровней со-
держания мРНК генов, кодирующих цитоскелет-
ные белки, коррелировало со снижением уровня
метилирования CpG-островков в промоторных
областях этих генов. В то же время, снижение со-
держания мРНК (для гена Tubb2b) происходило в
отсутствие изменений метилирования CpG остров-
ков промоторной области этого гена. Однако следу-
ет отметить, что нам удалось подобрать эффектив-
ные праймеры для амплификации локуса промо-
торной области данного гена, который содержит
лишь один GC-бокс, хотя в целом их пять (Eukary-
otic promoter database EPD, https://epd.vital-it.ch).
Вполне возможно, что именно этот локус не под-
вергся изменению метилирования, в то время как
другие могли быть модифицированы.

В то же время общий уровень метилирования
ДНК снижался в группе 30HS+12h что может
быть соотнесено как с увеличением экспрессии
цитоскелетных генов в этой группе, так и в целом
свидетельствовать о вероятном увеличении экс-
прессии генома в ранний период реадаптации по-
сле длительного антиортостатического вывешива-
ния. Отсутствие изменений содержания 5-гидрок-
симетилцитозина, который, как полагают, может
быть промежуточным продуктом между 5-метил-
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цитоизном и полностью неметилированным со-
стоянием (Guo et al., 2011), во всех группах иссле-
дования, в том числе и в группе 30HS+12h позво-
ляет предположить, что за 12 ч восстановления
произошло полное деметилирование тех участков
генома, которые были модифицированы.

В связи с вышеизложенным, мы предположи-
ли, что имело место изменение содержания фер-
ментов, которые изменяют уровень метлирования
генома – метилазы и деметилазы. Однако полу-
ченные данные показывают, что содержание ни
метилазы S-фазы DNMT1, ни метилазы de novo
DNMT3a, ни деметилаз семейства TET не изме-
нилось. Следовательно, могла измениться эф-
фективность их рекрутирования к геному, что, в
свою очередь, может быть связано с модификацией
хроматина, например, с изменением уровня аце-
тилирования гистонов.

Поэтому мы определили содержание наиболее
консервативных ацетилазы и деацетилазы гисто-
нов. Изменений содержания деацетилазы HDAC1
обнаружено не было, но относительное содержа-
ние ацетилазы HAT1 в группе, где имело место из-
менение уровня метилирования ДНК – 30HS+12h,
несколько, хотя достоверно, возрастало, что воз-
можно, приводило к увеличению уровня ацетили-
рования гистонов. Последнее, в свою очередь, мо-
жет регулировать эффективность транскрипции
как напрямую, снижая связывание гистонов с ДНК
за счет изменения заряда (Vettese-Dadey et al.,
1996), так и путем запуска длинной цепочки, участ-
никами которой могут быть белки ремоделинга
хроматина активаторы транскрипции, белки, свя-
зывающиеся с метилированной ДНК и рекрутиру-
ющие метилазы, и т.п. (Dhalluin et al., 1999; Hassan
et al., 2002; Shorgen-Knaak et al., 2006).

Работа поддержана программой фундамен-
тальных исследований ГНЦ РФ – ИМБП РАН и
программой Президиума РАН “Молекулярная и
клеточная биология”.
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The mechanisms of the interaction between cells and the gravitational field are unknown until now and there
are practically no data on the effect of gravity force for germ cells. The objective of this work was to determine
the expression levels of the genes encoding cytoskeletal proteins (beta- and gamma-actin, actin-binding pro-
teins alpha-actinin1 and alpha-actinin-4, beta-tubulin, desmin) by quantitative PCR, the local level
(CpG-islands promoter regions of the studied genes) and total methylation level by the restriction analysis,
the content of 5-hydroxymethylcytosine by the dot-blotting, as well as the content of enzymes ensuring the
establishment/maintenance of the appropriate level of methylation by the western-blottins in mice sperma-
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tozoa which were exposed for 30 days under antiorthostatic suspenstion and subsequent 12-hour recovery. We
also administrated mice with essential phospholipids (per os), defining the parameters described above. The
results suggest that antiorthostatic suspension did not lead to significant changes in the expression level of the
genes encoding the actin cytoskeleton proteins in sperm, however, after 12 hours of recovery, expression in-
creased. At the same time, the methylation of CpG islands in the promoter regions of these genes decreased.
Oral administration of essential phospholpids leveled these changes. The expression of the beta-tubulin gene
decreased after suspension, and the 12-hour recovery did not change the situation, nor did the administartion
of essential phospholipids. In general, the overall methylation level was reduced only in the 12-hour recovery
group, correlating with an increase of the expression of the studied genes. At the same time, the content of
methylase/demethylase did not change, however, the content of histone acetylase increased, suggesting that,
under modeling microgravity conditions, the processes of chromatin modification can play a role in the
change of gene expression.

Keywords: sperm, gravity force, cytoskeleton, epigenetics
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