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Аннотация. Адаптация клеток скелетных мышц к регулярным аэробным 

физическим нагрузкам обеспечивается активацией в них сигнальных путей во 

время и после каждого упражнения, приводящей к изменению экспрессии 

огромного количества генов. Несмотря на существующие попытки 

экспериментально исследовать механизмы регуляции и передачи сигналов при 

адаптации мышечных клеток к физической нагрузке, количественный вклад 

отдельных сигнальных молекул в регуляцию экспрессии генов 

внутриклеточного ответа до сих пор полностью не исследован. В работе 

представлена разработанная на основе модульного подхода математическая 

модель активации Ca2+-зависимого сигнального пути с последующим 

изменением экспрессии генов раннего и отложенного ответов на физическую 

нагрузку в клетках скелетных мышц человека. Численный анализ модели 

выявил ключевые этапы в пути передачи сигнала и показал необходимость 

введения в модель параметров, характеризующих синтез и созревание 

транскрипционных факторов, регулирующих экспрессию генов отложенного 

ответа для адекватного воспроизведения транскриптомных данных, 

полученных в экспериментах с участием добровольцев. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Скелетные мышцы составляют около 40 % от массы тела взрослого человека и вносят 

существенный вклад в регуляцию метаболизма на уровне всего организма. Регулярные 

низкоинтенсивные упражнения (аэробные или выносливостные тренировки) оказывают 

значимое влияние на скелетные мышцы: выраженно увеличивают капиллярную и 

митохондриальную плотность – показатели, влияющие на транспорт O2 и CO2, на обмен 

метаболитов между кровью и мышцей, а также на процессы окислительного 

фосфорилирования. Эти функциональные изменения приводят к улучшению аэробной 
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работоспособности на уровне скелетных мышц и организма, а также к снижению 

факторов риска развития сердечно-сосудистых и метаболических заболеваний [1, 2].  

Во время аэробной физической нагрузки в работающей мышце происходят 

существенные метаболические изменения, вызывающие активацию множества 

сигнальных молекул. Один из наиболее важных сигнальных путей, активируемых при 

сократительной активности, это Ca2+-зависимый сигнальный путь [2]. Увеличение 

содержания ионов кальция (Ca2+) в миоплазме, вызванное мышечными сокращениями, 

значимо влияет на активацию сигнальных белков (Ca2+/кальмодулин-зависимые киназы, 

кальциневрин и др.) и может быть потенциально вовлечено в регуляцию экспрессии 

множества генов, ответственных за адаптацию мышечных клеток к аэробным 

упражнениям [3]. 

Известно, что даже в мышце, адаптированной к регулярным упражнениям 

(тренированная мышца), однократная аэробная нагрузка изменяет экспрессию сотен 

генов [4–6]; при этом на протяжении первых часов восстановления транскриптомный 

профиль выраженно изменяется [5–7]. Однако эти изменения могут быть связаны не 

только с сократительной активностью как таковой, но с действием системных факторов 

и циркадных ритмов. В нашем предыдущем исследовании [8], сопоставляя 

транскриптомные ответы в работавшей и не работавшей (контрольной) мышце, впервые 

удалось выделить специфический для сократительной активности транскриптомный 

ответ для 1-го и 4-го часов восстановления после аэробного упражнения. Было показано, 

что доминирующий биологический процесс, ассоциированный с этим ответом – это 

регуляция транскрипции, т.е. увеличение экспрессии генов, кодирующих различные 

транскрипционные факторы и коактиваторы. Через час после окончания нагрузки 

экспрессировались гены, кодирующие транскрипционные факторы, играющие важную 

роль в регуляции мышечного метаболизма, такие как гены семейств NR4A, AP-1 и EGR. 

Тогда как на четвёртом часе восстановления экспрессировался другой набор генов-

регуляторов транскрипции (таких как PPARGC1A, ESRRG и VGLL2 гены), также 

играющих важную роль в регуляции метаболизма мышц. Это означает, что генная 

экспрессия сразу после окончания сократительной активности и на более поздних этапах 

восстановления может регулироваться различными механизмами. Очевидно, что эти 

механизмы достаточно сложны, но, можно предположить, что экспрессия генов раннего 

и отложенного (позднего) ответов обеспечивается некоторыми общими базисными 

механизмами регуляции генной экспрессии. 

Стоит отметить, что, несмотря на современные достижения в развитии 

высокопроизводительных экспериментальных технологий и генерации разнообразных, 

гетерогенных омиксных данных, полученных на клетках скелетных мышц человека до и 

после физических нагрузок [4–8], целостное представление и детальное понимание 

взаимоотношений между сигнальными, метаболическими путями и процессами 

генетической регуляции в работающей мышечной клетке отсутствует. Метод 

математического моделирования представляет собой комплементарный 

экспериментальным методам подход для исследования молекулярных механизмов и 

сигнальных путей, лежащих в основе адаптации клеток скелетных мышц человека к 

аэробным физическим нагрузкам, на количественном уровне [9–11]. 

Для исследования механизмов регуляции двух наблюдаемых паттернов экспрессии 

генов в ответ на аэробную нагрузку мы разработали математическую модель, которая 

описывает последовательную активацию Ca2+-зависимого сигнального пути и 

экспрессии генов раннего и отложенного ответов (1-ый и 4-ый часы после окончания 

физического упражнения, соответственно) в клетке скелетных мышц человека, на основе 

модульного подхода [12]. В качестве генов, моделирующих ранний и отложенный 

ответы, мы рассмотрели хорошо изученные гены NR4A2, NR4A3 и PPARGC1A, 

соответственно. Известно, что белковые продукты этих генов являются важными 
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регуляторами митохондриального биогенеза и углеводно-жирового обмена [13–16], а 

Ca2+-зависимый сигнальный путь за счет активации CREB1, CREB-связанных 

транскрипционных факторов и коактиваторов играет ключевую роль в регуляции 

экспрессии генов NR4A2, NR4A3 и PPARGC1A [17–20]. Численный анализ модели 

показывает, что для адекватного воспроизведения экспериментально наблюдаемых 

изменений экспрессии генов раннего и отложенного ответов, необходимо учитывать 

синтез и созревание транскрипционных факторов, регулирующих транскрипцию генов 

отложенного ответа. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Транскриптомные данные 

Для валидации разработанной нами модели, описывающей уровень экспрессии генов 

(выраженный в FPKM, Fragments Per Kilobase Million) и ее изменение на 1-м и 4-м часах 

после упражнения, были использованы собственные данные по специфическому для 

сократительной активности транскриптомному ответу в скелетной мышце человека, 

адаптированного к регулярным аэробным физическим нагрузкам [8]. Кратко, 7 молодых 

нетренированных мужчин участвовали в аэробной тренировке на велоэргометре (8 

недель, 5 раз/неделю, 1 час/день). Через 48 часов после последней физической нагрузки 

они выполняли упражнение разгибание одной ноги в коленном суставе в течение 1 часа. 

Пробы мышечной ткани были взяты из наружной головки четырехглавой мышцы бедра 

работавшей и неработавшей контралатеральной (контрольной) ноги до, через 1 и 4 часа 

после упражнения. Специфический для сократительной активности генный ответ 

оценивался как разница в генной экспрессии между работавшей и неработавшей мышцей 

с помощью метода РНК-секвенирования. До упражнения различий в экспрессии генов 

между мышцами обнаружено не было. 

Определение концентрации белков в мышечной клетке 

Для определения начальной концентрации белков исследуемого Ca2+-зависимого 

сигнального пути были использованы экспериментальные данные, полученные на 

мышечных клетках, или значения концентраций, опубликованные в более ранних 

математических моделях для скелетных мышц и кардиомиоцитов [21–23]. Определение 

концентрации белков, для которых не удалось найти количественные значения в 

литературе, проводилось на основе данных протеомного масс-спектрометрического 

исследования Мурджиа с соавторами [24]. В работе [24], данные были нормированы 

относительно актина (белок ACTA1), поэтому сначала на основе данных для клеток 

скелетных мышц кролика и человека [25–27] была определена усредненная 

концентрация актина в мышцах. Как было показано ранее, концентрация актина 

практически не зависит от типа мышечных волокон [28], поэтому ее можно использовать 

как референс для оценки концентрации белка в различных волокнах. 

Для расчета относительной молярной концентрации белков Ca2+-зависимого 

сигнального пути использовали значение величины iBAQ (intensity-based absolute 

quantification), полученной в масс-спектрометрических протеомных исследованиях [24] 

и нормированное на содержание актина, тогда как весовую концентрацию рассчитывали 

с учетом молекулярной массы соответствующих протеинов (см. таблицу SM1 в 

дополнительных материалах к статье).  

На основании данных о значимой корреляции между экспрессией множества белков 

и их мРНК в тканях человека [29–32] для низкопредставленных белков (например, 

CAMKKII, PGC1α, NR4A2), концентрация которых не была определена в масс-

спектрометрических исследованиях [24], содержание белка рассчитывали на основании 

транскриптомных данных по уровню экспрессии (FPKM) соответствующей мРНК, 
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нормированному на экспрессию актина. Правомерность такого подхода была 

подтверждена при сопоставлении расчетных значений концентрации белков-субъединиц 

AMPK с данными по концентрации этих субъединиц, полученными с помощью масс-

спектрометрии [24].  

Разработка математической модели Ca2+- зависимого сигнального пути 

Реконструкцию Ca2+-зависимого сигнального пути совместно с молекулярными 

механизмами регуляции транскрипции генов раннего и отложенного ответов на 

физическую нагрузку (рис. 1) в рамках стандарта SBGN [33] и построение 

соответствующей математической модели проводили в пакете программ BioUML [12]. 

Молекулярно-генетические процессы исследуемой системы распределены в двух 

клеточных компартментах: путь передачи сигнала, процессы трансляции и 

пострансляционных изменений белка, кодируемого обобщенным геном раннего ответа, 

представлены в цитоплазме, тогда как процессы генетической регуляции – в ядре. 

Математическая модель представляет собой систему обыкновенных дифференциальных 

уравнений (ОДУ). Реконструированная сеть Ca2+-зависимого сигнального пути включает 

25 биологических молекул (мРНК, белки и низкомолекулярные соединения), 

представляющих вершины графа взаимодействий (таблица 1); а математическая модель 

состоит из 14 ОДУ, в основе которых были использованы механизмы моно- и 

бимолекулярных реакций для пути передачи сигнала, а также обобщенные функции 

Хилла – для процессов регуляции транскрипции генов [34].  

 

 

Рис. 1. SBGN диаграмма Ca2+-зависимого сигнального пути, который приводит к активации 

экспрессии генов раннего (гены семейства NR4A) и отложенного (ген PPARGC1A) ответов в 

процессе адаптации мышечных клеток к физической нагрузке. Диаграмма реконструирована в 

пакете программ BioUML [12] и представляет сигнальный каскад в цитоплазме, тогда как процессы 

генетической регуляции экспрессии генов описаны в ядре мышечной клетки; X_gene – ген раннего 

ответа, кодирующий промежуточный фактор X, необходимый для активации транскрипции 

PPARGC1A. 

http://www.matbio.org/journal.php


АКБЕРДИН и др. 

24 

Математическая биология и биоинформатика. 2020. Т. 15. № 1: 10.17537/2020.15.20 

Таблица 1. Список реакций в моделируемой системе передачи сигнала и регуляции 

экспрессии генов раннего (ERG) и отложенного ответов, а также уравнений их скоростей. 

Концентрации соответствующих веществ обозначены наклонным шрифтом. 

Наименование 

реакции 
Химические уравнения и уравнения скоростей реакций 

Формирование 

комплекса Ca2+-

кальмодулин 

CaCaMassoc

CaCaMdiss

2+CaM Ca CaCaM
K

K

⎯⎯⎯⎯→+ ⎯⎯⎯⎯  

forward assoc

backward diss

CaCaM CaCaM

CaCaM CaCaM

V K Ca CaM

V K CaCaM

=  

= 
 

Активация 

CAMKII 

CaMKIItoCaMKII*

CaMKII*toCaMKII

CaMKII CaCaM CaMKII*
K

K

⎯⎯⎯⎯⎯→+ ⎯⎯⎯⎯⎯  

*
toCaMKII*forward

*
CaMKII*toCaMKIIbackward

CaMKIICaMKII

*

CaMKII

V K CaMKII CaCaM

V K CaMKII

=  

= 
 

Активация 

CAMKKII 

CaMKKIItoCaMKKII*

CaMKKII*toCaMKKII

CaMKKII CaCaM CaMKKII*⎯⎯⎯⎯⎯⎯→+ ⎯⎯⎯⎯⎯⎯
K

K
 

*
toCaMKKII*forward

*
CaMKKII*toCaMKKIIbackward

CaMKKIICaMKKII

*

CaMKKII

=  

= 

V K CaMKKII CaCaM

V K CaMKKII
 

Активация CaN 

aNtoCaN*

CaN*toCaN

CaN CaCaM CaN*⎯⎯⎯⎯→+ ⎯⎯⎯⎯
CK

K
 

*
toCaN*forward

*
CaN*toCaNbackward

CaNCaN

*

CaN

=  

= 

V K CaN CaCaM

V K CaN
 

Фосфорилиро-

вание AMPK 

AMPKtoAMPK*

AMPK*toAMPK

AMPK CaMKKII* AMPK*⎯⎯⎯⎯⎯→+ ⎯⎯⎯⎯⎯
K

K
 

*
toAMPK*forward

*
AMPK*toAMPKbackward

*

AMPKAMPK

*

AMPK

=  

= 

V K AMPK CaMKKII

V K AMPK
 

Фосфорилиро-

вание CREB 

CREBtoCREB*

CREB*toCREB

CREB CaMKII* CaMKKII* AMPK* CREB*⎯⎯⎯⎯⎯→+ + + ⎯⎯⎯⎯⎯
K

K
 

*
toCREB*forward

*
CREB*toCREBbackward

* * *

CREBCREB

*

CREB

=    

= 

V K CREB CaMKII CaMKKII AMPK

V K CREB
 

Дефосфорили-

рование CRTC* 

CRTCtoCRTC*

CRTC*toCRTC

CRTC CaN* CRTC*⎯⎯⎯⎯⎯→+ ⎯⎯⎯⎯⎯
K

K
 

*
toCRTC*forward

*
CRTC*toCRTCbackward

*

CRTCCRTC

*

CRTC

=  

= 

V K CRTC CaN

V K CRTC
 

Транскрипция 

генов группы 

NR4A 

CREB*,CRTC* NR4A,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→  
1

basal * *CREB +CRTC

* * *CREB CREB CRTC

synNR4A2

* *CREB +CRTC

* *CREB CREB

* * *

NR4A2 NR4A2

NR4A2 NR4A2 NR4A2

mRNA

* * *

NR4A2

NR4A2 NR4A2

1

     
     + +  
     
     

=
   
   + +  
   
   

h h h

h h

CREB CREB CRTC
K w

K K K
V

CREB CREB CRTC
w

K K K

*CREB 1

1

* *CRTC CREB 1

syn basalNR4A3

*

NR4A2

*

NR4A2 NR4A2

mRNA NR4A3 mRNA

1

4 2 ( )

 
 
 
 


   
   +
   
   

= + −

h

h h

CREB

K

CREB

K

V K NR A t

 

Деградация 

мРНК NR4A 

degNR4A,mRNANR4A,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

deg NR4A2,mRNANR4A2

deg NR4A3,mRNANR4A3

mRNA deg mRNA

mRNA deg mRNA

4 2

4 3

= 

= 

V K NR A

V K NR A
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Наименование 

реакции 
Химические уравнения и уравнения скоростей реакций 

Транскрипция 

ERG 

CREB*,CRTC* ERG,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→  

1

basal * *CREB +CRTC

* * *CREB CREB CRTC

syn 1ERG

* *CREB +CRTC

* * *CREB CREB CRTC

* * *

ERG ERG

ERG ERG ERG

mRNA

* * *

ERG

ERG ERG ERG

1

     
     + +  
     
     

=
     
     + +  
     
     

h h h

h h h

CREB CREB CRTC
K w

K K K
V

CREB CREB CRTC
w

K K K

*CREB 1

*CREB 1

*

ERG

*

ERG

1

 
 
 
 


 
 +
 
 

h

h

CREB

K

CREB

K

 

Деградация 

мРНК ERG 

degERG,mRNAERG,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

deg ERG,mRNAERG
mRNA deg mRNA= V K ERG  

Посттранс-

крипционные 

модификации 

мРНК ERG 

maturERG*,mRNAERG,mRNA ERG*,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

matur ERG*,mRNAERG
mRNA matur mRNA= V K ERG  

Транспорт 

синтезированной 

мРНК ERG из 

ядра в 

цитоплазму 

transportERG*,mRNAERG*,mRNA ERG*,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

transport * ERG*,mRNAERG

*

mRNA transport mRNA= V K ERG  

Трансляция и 

созревание 

белка ERG в 

цитоплазме 

translation ERG,proteinERG*,mRNA ERG,protein⎯⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

translation ERG,proteinERG

*

prot translation mRNA= V K ERG  

Транспорт 

зрелого 

белкового 

комплекса ERG 

из цитоплазмы в 

ядро 

transport ERG,proteinERG,protein ERG*,protein⎯⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

transport ERG,proteinERG
prot transport protein= V K ERG  

Деградация 

белкового 

комплекса ERG 

degERG*,proteinERG*,protein ⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

deg * ERG*,proteinERG

*

prot deg protein= V K ERG  

Транскрипция 

PGC-1α 

ERG*,protein PPARGC1α,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→  
2

basal

*ERG

syn 2PPARGC1α

*ERG

*

protein

PPARGC1α

PPARGC1α

mRNA
*

protein

PPARGC1α

1

 
 +
 
 

=
 
 +
 
 

h

h

ERG
K

K
V

ERG

K

 

Деградация 

PGC-1α мРНК 

degPGC1α,mRNAPPARGC1α,mRNA⎯⎯⎯⎯⎯→
K

 

deg PPARGC1α,mRNAPPARGC1α
mRNA deg mRNA1=  V K PPARGC  

* – активная форма или состояние белка 

Параметры модели 

Значения и размерности практически всех кинетических параметров модели были 

взяты из ранее опубликованных экспериментальных данных и математических моделей, 
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описывающих различные аспекты Ca2+-зависимого сигнального пути (см. таблицу SM2 

в дополнительных материалах к статье) [21–23, 35]. Значения остальных параметров 

были получены в процессе ручной адаптации модели к имеющимся экспериментальным 

данными по транскрипционной активности генов раннего и отложенного ответов: 

времени выхода на максимальный уровень транскрипции, максимальное значение FPKM 

до и после физической нагрузки, а также – времени, необходимого для возврата к 

базальному уровню транскрипции после физического упражнения [8].  

Метод расчета модели 

Численные решения разработанной динамической модели, представленной в виде 

системы обыкновенных дифференциальных уравнений, были получены на основе 

метода VODE [36], реализованного в пакете программ BioUML [12]. Для 

количественного воспроизведения динамики передачи сигнала и опосредованной 

активации экспрессии генов раннего и отложенного ответов была использована 

усредненная экспериментальная оценка пятикратного увеличения концентрации Ca2+ 

при переходе мышцы из состояния покоя к сократительной активности [37–39]. 

Анализ чувствительности модели 

Анализ чувствительности разработанной модели к изменению констант скоростей 

реакций передачи Ca2+-зависимого сигнала и процессов регуляции транскрипции даёт 

возможность оценить, насколько сильно равновесные концентрации веществ или 

стационарные значения переменных модели зависят от изменений того или иного 

параметра. Анализ чувствительности проводили на основе алгоритма локального 

поиска, реализованного в BioUML, с настройками по умолчанию [40]. В рамках этого 

подхода чувствительность рассчитывается для системы дифференциальных уравнений: 

( , , )
dс

F c t
dt

=  , 
0(0)c c=      (1) 

где c – вектор переменных модели (концентраций исследуемых веществ), α – вектор 

параметров модели (который может также включать начальные значения переменных 

0.c  Локальная ненормированная чувствительность 
j

с


 рассчитывается на основе 

аппроксимации:  

( ) ( )ss j j ss j

j j

c cс  + − 
=

 
    (2) 

где ( )ss jc  и ( )ss j jc  + соответствуют решениям алгебраических систем уравнений 

( , ) 0jF c  = и ( , ) 0j jF c  + = , соответственно. В свою очередь, нормированная 

чувствительность рассчитывается на основе умножения каждого компонента 
k

j

с



вектора 
j

с


на нормировочный фактор 

( )

j

k

ss jс




[40]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Реконструкция сигнального пути и соответствующей математической модели  

Схематическое представление Ca2+-зависимого сигнального пути с последующей 

регуляцией экспрессии генов раннего и отложенного ответов в клетках скелетных мышц 

приведено на рисунке 2. Резкое изменение миоплазматической концентрации кальция 
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при сократительной активности приводит к связыванию ионов Ca2+ с кальмодулином 

(CaM). Формируемые комплексы Ca2+-CaM стимулируют образование активных форм 

Ca2+-кальмодулин-зависимых протеинкиназ II (CaMKII), CaMK киназ II (CaMKKII) и 

кальциневрина (кальций-зависимой серин/треонин-фосфатазы, CaN) [3, 41, 42]. 

Активация CaMKKII приводит к увеличению уровня фосфорилирования АМФ-

зависимой протеинкиназы (AMPK) [41, 42], которая играет одну из ключевых ролей в 

регуляции внутриклеточного метаболизма скелетных мышц. В дополнение к этому, 

активность CaMKII, индуцируемая при сократительной активности, приводит к 

фосфорилированию транскрипционного фактора CREB1 (cAMP response element-binding 

protein 1), тогда как CREB-регулируемый транскрипционный коактиватор 1, CRTC 

дефосфорилируется и активируется функционально активным CaN [43–45].  

Как было показано ранее [8, 19, 46–48], уровни экспрессии генов NR4A2, NR4A3 резко 

повышаются в первый час после аэробной физической нагрузки в результате активации 

Ca\CaN-зависимых сигнальных путей. Функции этих генов связаны с увеличением 

массы и васкуляризации мышечной ткани, с регуляцией гликолиза, окислительного 

фосфорилирования и аутофагии. 

 
 

 

Рис. 2. Упрощенная схема Ca2+-зависимого сигнального пути, активируемого при сократительной 

активности мышц. Сигнальный путь, в конечном счете, приводит к повышению уровня экспрессии 

генов раннего (ГРО) и отложенного ответов (ГОО), кодирующих белки различных регуляторов 

транскрипции (например, NR4A2, NR4A3 и PPARGC1A), которые, в свою очередь, координирует 

экспрессию большого количества различных генов.  

Известно, что CREB1 (и, по-видимому, другие CREB-подобные транскрипционные 

факторы) и его коактиватор CRTC играют важную роль в регуляции экспрессии гена 

PPARGC1A с канонического (проксимального) и с индуцибельного (дистального) 

промотора гена [45]. Хорошо известно, что в скелетных мышцах человека в ответ на 

однократную нагрузку экспрессия гена PPARGC1A происходит с задержкой (рис. 3): 

максимум транскрипционной активности достигается лишь на ~3–5 часах 

восстановления [8]. Поэтому, мы предположили существование промежуточного 

фактора, регулирующего транскрипцию PPARGC1A, при активации Ca2+-зависимого 

сигнального пути, за счет увеличения экспрессии одного из генов раннего ответа, ГРО 

(рис. 1, 2). Анализ транскриптомных данных по специфическому для сократительной 

активности генному ответу [8] показал, что в качестве потенциального промежуточного 

активатора ГРО могут выступать CREB-подобные белки, а также белки семейств FOS и 

JUN. Более того, CREB1 может связываться с ДНК и регулировать экспрессию целевых 

генов в виде гомо- и гетеродимерного комплекса с белками этих семейств [49, 50].  
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Рис. 3. Уровни экспрессии генов раннего и отложенного ответов, специфические для 

сократительной активности (разница экспрессий в работающей и неработающей ногах), до, через 1 

и 4 часа после физического упражнения на основе анализа транскриптомных данных [8]. По оси X 

– время взятия пробы мышечной ткани; по оси Y – значение FPKM для мРНК соответствующего 

гена: столбцы зеленого цвета – ген NR4A2, красного цвета – ген NR4A3, синего цвета – ген 

PPARGC1A. 

 

Для идентификации сайтов связывания транскрипционных факторов CREB, FOS и 

JUN семейств в промоторных областях генов NR4A2, NR4A3 и PPARGC1A, мы провели 

биоинформатический анализ баз данных позиционных весовых матриц TRANSFAC [51] 

и результатов ChIP-seq исследований, представленных в GTRD [52] (таблица 2, рис. 4). 

Видно, что транскрипционные факторы из семейств FOS, JUN и CREB имеют общие 

сайты связываниях в промоторах исследуемых генов раннего и отложенного ответов 

(NR4A2, NR4A3 и PPARGC1A).  

 
Таблица 2. Экспериментально подтвержденные сайты связывания транскрипционных 

факторов CREB, FOS и JUN семейств в промоторных областях генов NR4A2, NR4A3 и 

PPARGC1A (база данных GTRD) 

ТФ Промотор гена 

Старт 

транскрипции 

(TSS) 

Позиция сайта ТФ 

относительно TSS 

Источник 

информации 

рCREB1 

NR4A2 

(ENSG00000153234) 
chr2:156342348 –175 [52] 

NR4A3 

(ENSG00000119508) 
chr9:99821855 

612 

[52] –279 

–53 

PPARGC1A*  

(XM_005248132) 
chr4:23904089 

58 
[52] 

–153 

PPARGC1A#  

(NM_013261) 
chr4:23890047 

89 
[52] 

–117 

JUN 

NR4A2 chr2:156342348 
–224 

[52] 
–33 

NR4A3 chr9:99821855 

915 

[52] –200 

–46 

PPARGC1A*  chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047 –126 [52] 

JUND 

NR4A2 chr2:156342348 –166 [52] 

NR4A3 chr9:99821855 
–901 

[52] 
–45 

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047 
–3 

[52] 
–114 

JUNB 
NR4A2 chr2:156342348 

–239 
[52] 

–415 

NR4A3 chr9:99821855 –917 [52] 
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ТФ Промотор гена 

Старт 

транскрипции 

(TSS) 

Позиция сайта ТФ 

относительно TSS 

Источник 

информации 

–90 

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047   

FOSL1 

NR4A2 chr2:156342348   

NR4A3 chr9:99821855   

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047   

FOSL2 

NR4A2 chr2:156342348   

NR4A3 chr9:99821855   

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047   

FOS 

NR4A2 chr2:156342348 –210 [52] 

NR4A3 chr9:99821855 

–1017 

[52] 

–901 

–188 

–105 

–210 

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047   

FOSB 

NR4A2 chr2:156342348   

NR4A3 chr9:99821855 50 [52] 

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047   

ATF3 

NR4A2 chr2:156342348 –198 [52] 

NR4A3 chr9:99821855 

–828 

[52] 
–237 

–69 

–205 

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr2:156342348 
–3 

[52] 
–151 

ATF4 

NR4A2 chr2:156342348   

NR4A3 chr9:99821855   

PPARGC1A* chr4:23904089   

PPARGC1A#  chr4:23890047   

* – альтернативный промотор PPARGC1A; # – канонический промотор PPARGC1A. 

 

Экспериментально идентифицированные случаи образования гетеродимерных 

комплексов между транскрипционными факторами этих семейств [49, 50] и выявленные 

нами пересечения в их сайтах связывания в промоторных областях генов NR4A2, NR4A3 

и PPARGC1A позволяют предположить наличие дополнительного кооперативного 

механизма регуляции транскрипционной активности целевых генов для этих факторов. 

Более того, поскольку после окончания физической нагрузки уровень 

фосфорилирования многих сигнальных киназ очень быстро падает до базального уровня, 

то, как следует из схемы сигнального пути (рис. 2), уровень фосфорилированной 

активной формы CREB-подобных белков должен также уменьшаться в первые часы 

после физического упражнения. 
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Рис. 4. Экспериментально подтвержденные сайты связывания транскрипционных факторов CREB, 

FOS и JUN семейств в промоторных областях генов NR4A2, NR4A3 и PPARGC1A в геномном 

браузере системы GTRD [52]. Вертикальным пунктиром отмечены старты транскрипции, 

координата каждого старта транскрипции дана внизу в прямоугольнике: промоторная область гена 

NR4A2 (ENSG00000153234) (А); промоторная область гена NR4A3 (ENSG00000119508) (Б); область 

канонического промотора гена PPARGC1A (транскрипт NM_013261, координата старта 

транскрипта дана по аннотации NCBI версии 109.20190905) (В); область альтернативного 

промотора гена PPARGC1A (транскрипт XM_005248132, координата дана по аннотации NCBI 

версии 109.20190905) (Г). 

 

В полногеномном исследовании на различных тканях человека было показано, что 

уровень фосфорилирования CREBSer-133 не является определяющим фактором для 

регуляции его транскрипционной активности, что обусловлено наличием регуляторных 

партнеров CREB [53]. 

А 

Б 

В 

Г 
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Математическая модель Ca2+-зависимого сигнального пути (рис. 1) с учетом 

процессов регуляции экспрессии генов раннего (гены семейства NR4A) и отложенного 

(ген PPARGC1A) ответов была разработана на основе модульного подхода 

моделирования [11, 12]. 

Анализ собственных опубликованных [8] и неопубликованных транскриптомных 

данных, показывает, что максимум транскрипционной активности гена NR4A2 

наблюдается на первом часе после аэробной физической нагрузки, тогда как у гена 

NR4A3 наблюдается некоторая временная задержка в достижении этого максимума 

после нагрузки. В связи с этим для описания скорости изменения концентрации мРНК 

NR4A3 к базальной скорости транскрипции была добавлена скорость изменения 

концентрации NR4A3 с запаздывающим аргументом (см. Материалы и Методы). Помимо 

этого, в работе Pattamaprapanont с соавторами [54] было показано, что в области от −2.201 

до −2.081 п.н. относительно старта инициации транскрипции гена NR4A3 цитозин 

подвергается деметилированию в нескольких позициях, тогда как в промоторе гена 

NR4A2 в большинстве тканей человека соответствующей эпигенетической регуляции 

обнаружено не было [53]. Поэтому для описания изменения концентрации мРНК гена 

NR4A3 также было учтено влияние эпигенетических модификаций на скорость синтеза 

мРНК этого гена.  
 

 

Рис. 5. Численный анализ изменения транскрипционной активности генов раннего и отложенного 

ответов на аэробную нагрузку. Экспериментальные данные [8] (уровень мРНК в скелетной мышце 

до, через 1 и 4 часа после физической нагрузки), отмеченные на рисунке точками: красным цветом 

– ген NR4A2, синим цветом – ген NR4A3, зеленым цветом – ген PPARGC1A. По оси X – время расчета 

(минуты), по оси Y – концентрация мРНК: для экспериментальных данных – в FPKM, для 

теоретических расчетов – в μM. Момент времени, соответствующий 300 и 360 минуте расчета – 

начало и окончание физического упражнения, соответственно. 

Верификация модели  

Согласно экспериментальным данным [8] транскрипционная активность PPARGC1A 

достигает своего максимума на 3–5 час после физического упражнения, как и 

восстановление её до базального уровня – на 8–12 часы после физической нагрузки. 

Изначально мы рассмотрели математическую модель без учёта формирования 

промежуточного фактора, регулирующего транскрипционную активность PPARGC1A. 

Однако численной анализ такой структуры модели продемонстрировал невозможность 

воспроизведения моделью указанных выше количественных характеристик, тогда как 

добавление процессов транскрипции-трансляции, приводящих к синтезу 

промежуточного транскрипционного фактора (X фактор) регуляции экспрессии 

PPARGC1A, позволило в точности воспроизвести динамическое поведение 

транскрипционной активности как генов раннего ответа (NR4A2, NR4A3), так и гена 

отложенного ответа, PPARGC1A после однократной нагрузки (рис. 5). Финальный 
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вариант структуры модели приведен в SBML-стандарте в файле SM3 в дополнительных 

материалах к статье. 

Стоит отметить, что сдвиг по времени достижения максимальной транскрипционной 

активности у гена NR4A3, полученный при численном анализе модели, соответствует 

наблюдаемому феномену и в оригинальных неопубликованных данных, полученных с 

помощью технологии CAGE секвенирования. Интересно, что порядок значений 

кинетических параметров для процессов регуляции транскрипции и деградации мРНК, 

которые были получены в процессе адаптации модели к экспериментальным данным [8], 

соответствовал недавно опубликованным данным модели, описывающей участие гена 

PPARGC1A в регуляторных процессах системы циркадных ритмов [55]. 

Анализ чувствительности модели  

Для выявления параметров модели, наиболее значимо влияющих на изменение 

концентраций мРНК генов раннего и отложенного ответа, мы провели анализ 

чувствительности в пакете программ BioUML (см. таблицу SM4 в дополнительных 

материалах к статье). На рисунке 6 приведены результаты анализа чувствительности 

расчетных значений концентраций мРНК этих генов к изменению наиболее влиятельных 

констант скоростей реакций.  

 

 

Рис. 6. Диаграмма влияния констант скоростей реакций Ca2+-зависимого сигнального пути и 

процессов генетической регуляции на уровни экспрессии генов раннего и отложенного ответов. По 

оси X – название параметра (SM4), по оси Y – нормированное значение коэффициента 

чувствительности к варьированию данного параметра: синим цветом – для мРНК NR4A2, красным 

цветом – для мРНК NR4A3, зеленым цветом – для мРНК PPARGC1A. Чем выше значение 

коэффициента чувствительности по оси Y, тем более чувствительна к варьированию данного 

параметра стационарная концентрация мРНК соответствующего гена раннего и отложенного 

ответов.  

 

Как видно из рисунка 6, стационарное значение концентрации мРНК генов раннего 

ответа (NR4A2) наиболее чувствительно к варьированию параметров, характеризующих 

как реакции активации Ca2+-зависимого сигнального пути (
assocCaCaMK , 

dissCaCaMK  – 

константы ассоциации и диссоциации Ca2+-CaM, соответственно, и exk – пороговое 

изменение концентрации Са2+ в ответ на физическую нагрузку), так и процессы 

генетической регуляции ( h , параметр Хилла – степенной показатель, определяющий 

сложность механизма регуляции экспрессии гена раннего ответа или субъединичную 

структуру комплекса CREB-подобных транскрипционных факторов); тогда как 
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стационарная концентрация мРНК генов отложенного ответа (PPARGC1A) зависит, 

главным образом, от конститутивной скорости его экспрессии и скорости деградации 

мРНК. Несмотря на то, что ген NR4A3 активно транскрибируется уже через час после 

физической нагрузки [8], согласно анализу собственных неопубликованных 

транскриптомных данных наблюдается сдвиг максимума его транскрипционной 

активности после окончания физического упражнения. Анализ чувствительности модели 

показывает, что стационарная концентрация мРНК NR4A3 также зависит от 

конститутивной скорости экспрессии и скорости деградации мРНК. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В данной работе представлена впервые разработанная математическая модель Ca2+-

зависимого сигнального пути, приводящего к активации экспрессии генов раннего и 

отложенного ответов в результате сократительной активности в клетках скелетных 

мышц человека. Численный анализ модели показал, что для адекватного 

воспроизведения экспериментально наблюдаемых изменений экспрессии генов раннего 

и отложенного ответов, необходимо учитывать синтез и созревание промежуточных 

транскрипционных факторов, регулирующих транскрипцию генов отложенного ответа, 

тогда как биоинформатический анализ оригинальных транскриптомных данных 

позволил предположить, что таковыми транскрипционными факторами могут являться 

CREB-подобные белки из семейств FOS и JUN, образующие гетеродимерные комплексы 

с белком CREB1. Более того, совместный анализ транскриптомных данных [8, 56] и 

результатов ChIP-seq исследований GTRD [52] дает возможность выдвинуть 

альтернативную гипотезу о том, что промежуточными факторами, регулирующими 

транскрипцию PPARGC1A с альтернативного промотора, могут быть и белки EGR1 и 

MYC, экспрессия которых существенно повышается через 30–60 минут после аэробной 

физической нагрузки.  В ряде исследований установлено влияние увеличения экспрессии 

EGR1 на последующее увеличение экспрессии PPARGC1A в тканях человека [57, 58], 

тогда как экспрессия EGR1 быстро и существенно возрастает после механического 

растяжения [59]. При этом концентрация белка EGR1 возрастает в период с 1 часа по 6 

час после растяжения, с пиком в районе 3–4 часа, что близко к началу существенного 

увеличения транскрипции PPARGC1A. В свою очередь, экспериментальные данные о 

влиянии MYC на экспрессию PPARGC1A противоречивы. С одной стороны, считается, 

что MYC увеличивает экспрессию всех активных генов за счет ускорения транскрипции 

[60–62] и участвует в процессах модификации хроматина [63–66]. С другой стороны, 

увеличение экспрессии MYC отрицательно влияет на экспрессию PPARGC1A [67, 68], в 

частности, в кардиомиоцитах [69] и других типах клеток, где MYC действует как 

репрессор [70]. Таким образом, в процессе развития модели EGR1 будет также 

рассматриваться, как вероятный кандидат на роль гена раннего ответа, положительно 

регулирующего экспрессию PPARGC1A. 

В заключение отметим, что представленная математическая модель сигнального 

пути будет интегрирована в модульную версию многокомпартментной модели Ли с 

соавторами, опубликованную нами ранее [11]. В рамках этой модели для учета 

активирующего механизма на метаболизм клетки скелетной мышцы, связанного с 

физической нагрузкой, уравнения скоростей ферментативных реакций и процессов 

транспорта умножается на стрессовую функцию, которая зависит от обобщённого 

параметра мощности, определяющего интенсивность физической нагрузки. Чтобы 

комплексная модель более детально отражала реальные молекулярно-генетические 

процессы, активируемые в ответ на физическую нагрузку в клетках скелетных мышц 

человека, мы планируем заменить обобщенный параметр мощности на концентрацию 

формируемого комплекса Ca2+–CaM, а также учесть PPARGC1A-опосредованную 
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регуляцию транскрипции ряда генов, кодирующих ферменты гликолиза и цикла 

трикарбоновых кислот.  

 
Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 17-00-

00308 (17-00-00296).  
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Abstract. The physiological adaptation to aerobic endurance exercises is provided 

by activation of signaling pathways in skeletal muscle cells. Training-induced 

activation of specific signaling pathways results in significant transcriptional 

responses. Despite the ongoing endeavours to experimentally investigate regulatory 

mechanisms and signal transduction pathways involved in the contraction-induced 

adaptation, quantitative contribution of certain signal molecules in expression 

regulation of genes responsible for intracellular response has not been studied 
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comprehensively yet. The paper presents novel developed model linking Ca2+-

dependent signaling pathway and downstream transcription regulation of early and 

late response genes in human skeletal muscle during exercise. Numerical analysis of 

the model enabled to reveal crucial steps in this signal transduction pathway for the 

adaptation and demonstrated the necessity of consideration of additional 

transcription factors regulating transcription of late response genes in order to 

adequately reproduce gene expression data that were taken in human vastus lateralis 

muscle during and after acute cycling exercise. 
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