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Резюме
Обоснование: индоксилсульфат – уремический токсин, рассматриваемый как один из источников 

развития мышечной слабости (кахексии) у пациентов с почечной недостаточностью, ухудшающей 
прогноз жизни данной категории пациентов.

Цель исследования: изучение возможности экзогенной регуляции токсического влияния индок-
силсульфата на миобласты in vitro.

Материал и методы: культуру первичных миобластов мыши получали по стандартной мето-
дике. Клетки культивировали в среде DMEM с 10% эмбриональной телячьей сывороткой (FST) 
(Gibco) при 37 °C и 6% CO2. Изучение влияния индоксилсульфата на скорость пролиферации мио-
бластов проводили путём измерения скорости восстановления бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолия (МТТ, Sigma). Для измерения экспрессии миостатина РНК из миобластов 
мыши выделялась с помощью реагента Trizol («Thermo Fisher Scientifi c»). Обратная транскрипция 
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проводилась с помощью набора реагентов фирмы «Силекс». Для сравнения экспрессии миоста-
тиновой мРНК в миобластах применялся метод полимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени. Амплификация проводилась в следующем режиме: активация HotTaq-полимеразы – 95 °С, 
5 мин; денатурация – 95 °С, 15 с; отжиг и элонгация – 60 °С, 1 мин; 40 циклов. Использовались сле-
дующие праймеры: миостатин прямой 5`-CAGCCTGAATCCAACTTAGG-3`, миостатин обратный 
5`-TCGCAGTCAAGCCCAAAGTC-3`, ГАФД прямой 5'-ATCACTGCCACCCAGAAGACT-3', ГАФД об-
ратный 5'-CATGCCAGTGAGCTTCCCGTT-3'. Этилметилгидроксипиридина малат был использован 
в физиологической концентрации равной 70 мкг/мл.

Результаты: нами показано, что индоксилсульфат оказывает значительное цитостатическое 
действие на миобласты in vitro, подавляя их пролиферацию. Этилметилгидроксипиридина малат 
показал статистически достоверный протективный эффект в отношении миобластов, обработан-
ных указанным токсикантом. В экспериментах по исследованию экспрессии миостатиновой мРНК 
индоксилсульфат не активировал эту экспрессию, как во временном интервале 48 часов, так и во вре-
менном интервале 72 часа. Экспрессия мРНК миостатина, возросла при совместном использовании 
индоксилсульфата и этилметилгидроксипиридина малата через 48 часов и сохранялась через 72 часа.

Выводы: этилметилгидроксипиридина малат, нивелируя токсическое действие индоксилсульфата, 
оказывает протективное влияние на миобласты in vitro. Механизм совместной активации экспрес-
сии мРНК миостатина индоксилсульфата и этилметилгидроксипиридина малата остается не совсем 
ясным и требует дальнейшего изучения.

Abstract
Introduction: indoxyl sulfate is a uremic toxin considered as one of  the sources of  muscle failure 

(cachexia) in patients with renal failure; this category of  patients has a poor prognosis.
Objective: an examination of  the possibilities of  exogenous regulation of  the infl uence of  indoxyl sulfate 

on myoblasts in vitro.
Material and methods: the culture of  primary mouse myoblasts was obtained according to the standard 

method. The cells were cultured in DMEM medium with 10% fetal calf  serum (FST) (Gibco) at 37 °C and 
6% CO2. The study of  the effect of  indoxyl sulfate on the proliferation rate of  myoblasts was carried out 
by measuring the rate of  reduction of  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 
Sigma). To measure the expression of  myostatin, RNA was isolated from mouse myoblasts using the Trizol 
reagent (Thermo Fisher Scientifi c). Reverse transcription was performed using a set of  reagents from Silex. 
To compare the expression of  myostatin mRNA in myoblasts, a real-time polymerase chain reaction was 
used. Ethylmethylhydroxypyridine malate was used at a physiological concentration of  70 μg/ml.

Results: we have shown that indoxyl sulfate has a signifi cant cytostatic effect on myoblasts in vitro, 
suppressing their proliferation. Ethyl methyl hydroxypyridine malate showed a statistically signifi cant 
protective effect for myoblasts treated with the toxicant. In experiments where the expression of  
myostatin mRNA was studied, indoxyl sulfate did activate the expression for euther 48 hours or 72 hours. 
However, the expression of  myostatin mRNA increased with the combined use of  indoxyl sulfate and 
ethylmethylhydroxypyridine malate for 48 hours and persisted after 72 hours.

Conclusion: ethylmethylhydroxypyridine malate, leveling the toxic effect of  indoxyl sulfate, has a protective 
effect on myoblasts in vitro. The mechanism of  joint activation of  mRNA expression of  myostatin indoxyl 
sulfate and ethylmethylhydroxypyridine malate remains unclear and requires further study.

Key words: indoxyl sulfate, chronic renal failure, myostatin, ethylmethylhydroxypyridine malate (ethoxydol)

Индоксилсульфат – уремический токсин, обра-
зующийся в результате расщепления аминокислоты 
триптофана микробами толстой кишки. Из орга-
низма выводится в большей степени путем каналь-
цевой секреции. Это небольшая молекула, которая 
более чем на 90% связана с белками плазмы. Индок-
силсульфат накапливается в высоких концентрациях 
в плазме крови у пациентов, находящихся на гемо-
диализе, поскольку только свободный, несвязанный 
материал может диффундировать через диализную 
мембрану. Обсуждается роль индоксилсульфата 
в развитии саркопении и кахексии у пациентов 
с почечной недостаточностью [1]. Кахексия при 

почечной недостаточности значительно ухудшает 
качество и прогноз жизни данной категории боль-
ных. Механизм действия индоксилсульфата мало-
изучен, некоторые исследователи предполагают, что 
он стимулирует образование свободных радикалов 
и индуцирует экспрессию миостатина, а также на-
рушает функцию митохондрий [2, 3]. Как показано 
в ряде исследований, индоксилсульфат может уча-
ствовать в механизмах прогрессирования как по-
чечной недостаточности [4], сердечно-сосудистых 
заболеваний [5, 6], минерально-костных нарушений 
[7], оказывать неблагоприятное влияние на централь-
ную нервную систему [8]. Понимание конкретных 
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механизмов реализации патогенного действия ин-
доксилсульфата может стать основой для разработки 
новых и использования имеющихся лекарственных 
препаратов.

Цель исследования: изучение возможности экзо-
генной регуляции токсического влияния индоксил-
сульфата на миобласты in vitro.

Материал и методы: культуры первичных ми-
областов мыши получали по стандартной методике 
[9]. Клетки культивировали в среде DMEM с 10%-й 
эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) (Gibco) 
при 37 °С и 6% СО2.
Индоксилсульфат использовался в концен-

трации 1 мМ, поскольку в данной концентрации 
токсикант не вызывает существенной гибели мы-
шечных клеток (что подтверждает окраска трипа-
новым синим). Изучение влияния индоксилсульфата 
на скорость пролиферации миобластов проводили 
путём измерения скорости восстановления бромида 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-дифенилтетразолия 
(МТТ, Sigma) [10]. Для измерения скорости восста-
новления МТТ клетки рассевали в среде DMEM 
с 10%-й ЭТС в количестве 2×103 на лунку 96-луноч-
ного планшета (Corning-Costar). На следующий день 
культуральную среду в лунках заменяли на свежие 
аликвоты по 150 мкл той же среды и спустя 10 часов 
добавляли исследуемый реагент в 50 мкл той же 
среды, в качестве контроля использовали DMEM 
с 10%-й ЭТС. Спустя 24 часа среду в лунках заменяли 
на 0,2 мл свежей среды с 0,5 мг/мл МТТ и оставляли 
на 4 часа. Затем клетки лизировали в 0,15 мл диме-
тилсульфоксида и измеряли оптическую плотность 
при 595 нм с помощью планшетного фотометра 
Thermo Labsystems. Каждая экспериментальная точка 
представляет собой средний результат 16 лунок 
планшета.
Для измерения экспрессии миостатина РНК 

из миобластов мыши выделялась с помощью реа-
гента Trizol («Thermo Fisher Scientifi c»). Обратная 
транскрипция проводилась с помощью набора реа-
гентов фирмы «Силекс». Для сравнения экспрессии 
миостатиновой мРНК в миобластах, обработанных 
различными реагентами, применялся метод по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени 
(ПЦР-РВ). Для проведения ПЦР-РВ использовался 
набор реагентов фирмы «Синтол» с красителем 
SYBR Green. Амплификация проводилась в сле-
дующем режиме: активация HotTaq-полимеразы – 
95 °С, 5 мин; денатурация – 95 °С, 15 с; отжиг 
и элонгация – 60 °С, 1 мин; 40 циклов. Использова-
лись следующие праймеры [11]: миостатин прямой 
5`-CAGCCTGAATCCAACTTAGG-3`, миостатин об-
ратный 5`-TCGCAGTCAAGCCCAAAGTC-3`, ГАФД 
прямой 5'-ATCACTGCCACCCAGAAGACT-3', ГАФД 
обратный 5'-CATGCCAGTGAGCTTCCCGTT-3'. 
Амплификация и детекция продуктов проводилась 
на приборе CFX96 фирмы «Bio-Rad». Для расчетов 
экспрессии миостатиновой мРНК использовался 

метод разности пороговых циклов. Для каждой 
пробы определялась разность порогового цикла 
амплификации (CT) миостатина и ГАФД (DCT = СT 
миостатина – CT ГАФД). Затем подсчитывалась раз-
ность между DCT различных проб (DDCT = DCT 
пробы 1 – DCT пробы 2). Сравнительный уровень 
экспрессии миостатина подсчитывали по формуле 
2-DDCt. Каждая экспериментальная точка представ-
ляет собой средний результат 4 независимых изме-
рений.
Этилметилгидроксипиридина малат был исполь-

зован в физиологической концентрации равной 
70 мкг/мл.
Анализ результатов проводили с помощью па-

кета прикладных программ Statistica. Достоверность 
различий оценивалась с помощью t-критерия Стью-
дента. Статистически достоверными считали значе-
ния p<0,05.

Результаты и обсуждение

Результаты эксперимента по  исследованию 
цитостатического действия индоксилсульфата 
на миобласты представлены на рисунке 1. Индок-
силсульфат обладал значительным цитостатическим 
действием на культуры миобластов: скорость вос-
становления МТТ у миобластов, обработанных ин-
доксилсульфатом, составляла лишь 57% от таковой 
скорости у контрольных миобластов.
Этилметилгидроксипиридина малат сам не оказы-

вал влияния на скорость пролиферации миобластов, 
но продемонстрировал статистически достоверный 
протективный эффект на культурах миобластов, об-
работанных индоксилсульфатом: при совместной 
обработке этоксидолом и индоксилсульфатом ско-
рость восстановления МТТ снижалась только до 66% 
от контрольных культур, выращиваемых без всяких 
обработок. Различие величины скорости восстанов-
ления МТТ в культурах миобластов, обработанных 
одним индоксилсульфатом, и в культурах, обрабо-
танных индоксилсульфатом с этилметилгидрокси-
пиридина малатом, было статистически достоверно 
с p<0,05 по критерию Стьюдента.

Результаты эксперимента по  изучению 
влияния индоксилсульфата на  уровень мРНК 
мио статина, представлены на рисунке 2. Миоста-
тин – миокин, фактор роста и дифференцировки 8, 
(Growth and Differentiation factor-8, GDF-8) отно-
сится к семейству ростовых факторов – transforming 
growth factor β-family (TGF-β), ген которого был 
идентифицирован A. McPherron с соавт. из Уни-
верситета Джона Гопкинса (США) в 1997 году [12]. 
Данные ряда исследований свидетельствуют о зна-
чимой роли миостатина, белка, секретируемого 
миоцитами, в патогенезе многих заболеваний, со-
провождающихся нарушением функции мышц: 
наследственных миодистрофий, старческой сарко-
пении, раковой кахексии, кахексии при сердечной 
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и почечной недостаточности, циррозе печени [13]. 
В экспериментальных работах показано, что ин-
доксил-сульфат накапливался в скелетной мышце 
и индуцировал синтез супероксид-иона у нефрэк-
томированных мышей. Хроническое введение ин-
доксил-сульфата значительно уменьшало вес тела, 
что сопровождалось потерей мышечной массы. 
Инактивация Smad3 в культивируемых фибро-ади-
погенных клетках-предшественниках прерывало их 
превращение в фиброциты, указывая на ключевую 
роль миостатина в этом процессе, то есть, в раз-
витии фиброза [14]. Исследование концентрации 
миостатина у больных с хронической почечной не-

достаточностью позволило другой 
группе авторов предположить, что 
активация экспрессии миостатина 
уремическими токсинами явля-
ется важной причиной развития 
белково-энергетической недоста-
точности, приводящей к саркопе-
нии и кахексии у данных больных 
и являющейся самостоятельным 
предиктором смертности [15, 16].
В отличие от изложенных 

в статье [17] наблюдений, в нашем 
исследовании индоксилсульфат 
не стимулировал экспрессию мио-
статина. Было исследовано влияние 
данного токсиканта на протяже-
нии двух временных интервалов – 
48 часов и 72 часа. В обоих случаях 
не было обнаружено никакого 
влияния индоксилсульфата на экс-
прессию миостатина. Механизм 
действия  индоксилсульфата 
на клетки малоизучен, и можно 
предположить, что он активи-
рует образование высокоактивных 
форм кислорода лишь в неболь-
шой степени. Ещё одной возмож-
ной причиной расхождения наших 
результатов может быть различие 
в объекте исследования. Авторы 
вышеупомянутой работы исполь-
зовали в качестве модели бессмерт-
ную линию миобластов C2C12. 
Известно, что бессмертные стаби-
лизированные клеточные линии 
отличаются от клеток организма 
по целому ряду цитологических 
и биохимических параметров. Мы 
в наших исследованиях использо-
вали первичные культуры миобла-
стов мыши, что в большей степени 
соответствует условиям организма.
Отдельно изучено влияние 

этилметилгидроксипиридина ма-
лата на экспрессию мРНК миоста-

тина. Как показано на диаграмме, сам по себе этил-
метилгидроксипиридина малат не оказывал влияния 
на экспрессию миостатиновой мРНК. Экспрессия 
миостатиновой мРНК возрастала при совмест-
ном действии обоих реагентов: индоксилсульфата 
и этилметилгидроксипиридина малата, что оказа-
лось совершенно неожиданным. Через 48 часов их 
совместного действия она возрастала в 1,87 раза от-
носительно контроля, а через 72 часа – в 2,36 раза. 
Механизм совместной активации экспрессии мРНК 
миостатина индоксилсульфата и этилметилгидрок-
сипиридина малата остается не совсем ясным и тре-
бует дальнейшего изучения. В ранее проведенных 

Рис. 2. Влияние этилметилгидроксипиридина малата в присутствии индоксилсульфата на 
уровень мРНК миостатина. 

Показаны уровни мРНК миостатина относительно контроля ± выборочное стандартное 
отклонение (n-1).

Fig. 2. The eff ect of ethylmethylhydroxypyridine malate in the presence of indoxyl sulfate on 
the level of myostatin mRNA.

Myostatin mRNA levels are shown relative to the control ± selective standard deviation (n-1).
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Показаны значения оптической плотности при 595 нм ± выборочное стандартное 
отклонение (n-1).

Fig. 1. The protective eff ect of ethylmethylhydroxypyridine malate on indoxyl sulfate-induced 
decrease in MTT recovery rate by myoblast cultures. 

Optical density values at 595 nm ± sample standard deviation (n-1).
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исследованиях показано кардио-, церебро- и гепа-
топротективное действие препарата этилметилги-
дроксипиридина малата благодаря его антигипок-
сическому и антиоксидантному действию [18-21]. 
Компоненты препарата обеспечивают нормализа-
цию окислительно-восстановительных процессов 
и созданию благоприятного фона для интенсифи-
кации обменных процессов.

Выводы

Таким образом, результаты нашего исследования 
позволяют заключить, что индоксилсульфат об-
ладает значительным цитостатическим действием 
на миобласты in vitro, подавляя их пролиферацию. 
Можно предположить, что данным свойством ин-
доксилсульфата, в меньшей степени – индукцией 
экспрессии миостатина, можно объяснить развитие 
саркопении и кахексии у больных с почечной недо-
статочностью. Этилметилгидроксипиридина малат, 
нивелируя токсическое действие индоксилсульфата, 
опосредованно оказывает протективное влияние 
на миобласты in vitro.
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