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Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðèìåòðèè â òåíåâûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ, ñîäåðæàùèõ
òðîïîìèîçèí, èññëåäîâàëè âëèÿíèå êàëüäåñìîíà (CaD) è ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ CaDH1 (îñòàòêè
506—793), CaDH2 (îñòàòêè 683—767), CaDH12 (îñòàòêè 506—708), Cg1 (îñòàòêè 658—756) è 658C
(îñòàòêè 658—793) íà îðèåíòàöèþ è ïîäâèæíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà 1.5-IAEDANS, ñïåöèôè÷åñêè
ñâÿçàííîãî ñ Cys-707 ñóáôðàãìåíòà-1 (S1) ìèîçèíà â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà è â ïðèñóòñòâèè MgADP,
MgAMP-PNP, MgATPgS èëè MgATP. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñî-
ñòîÿíèé àêòîìèîçèíà îðèåíòàöèÿ è ïîäâèæíîñòü äèïîëåé êðàñèòåëÿ èçìåíÿþòñÿ äèñêðåòíî, ÷òî óêàçû-
âàåò íà ìíîãîñòóïåí÷àòîå èçìåíåíèå ñòðóêòóðíîãî ñîñòîÿíèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ.
Ìàêñèìàëüíûå ðàçëè÷èÿ â îðèåíòàöèè çîíäà íà 7° è åãî ïîäâèæíîñòè íà 30 % áûëè îáíàðóæåíû ìåæäó
àêòîìèîçèíîì â ïðèñóòñòâèè MgATP è MgADP. Àêòèíñâÿçûâàþùèå ñàéòû êàëüäåñìîíà C è BR èíãèáè-
ðóþò ôîðìèðîâàíèå ñèëüíîñâÿçàííûõ ñîñòîÿíèé àêòîìèîçèíà, òîãäà êàê ñàéò B àêòèâèðóåò ôîðìèðîâà-
íèå ýòèõ ñîñòîÿíèé àêòîìèîçèíà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ âçàèìîäåéñòâèå ìèîçèíà
ñ àêòèíîì èíèöèèðóåò çàâèñèìîå îò íóêëåîòèäà âðàùåíèå ìîòîðíîãî äîìåíà ãîëîâêè ìèîçèíà è èçìåíå-
íèå åå ïîäâèæíîñòè. C-êîíöåâûå àêòèíñâÿçûâàþùèå ñàéòû êàëüäåñìîíà óïðàâëÿþò öèêëîì ãèäðîëèçà
ÀÒÔ, ñäâèãàÿ ðàâíîâåñèå îò ñèëüíûõ ê ñëàáûì ôîðìàì ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåãóëÿöèÿ ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ, àíàëîãè ÀÒÔ, ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ
àêòîìèîçèíà, êàëüäåñìîí, êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà, ïîëÿðèçàöèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè.

Ìíîãî÷èñëåííûå áèîõèìè÷åñêèå è ìåõàíè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè ñâÿçü ìåæäó ãèäðîëèçîì ÀÒÔ àêòî-
ìèîçèíîì è ãåíåðàöèåé ñèëû ìûøöåé. Êèíåòè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò
ñâÿçàííîãî íóêëåîòèäà è åãî âçàèìîäåéñòâèé ñ àêòèíîì
ãîëîâêà ìèîçèíîâîé ìîëåêóëû, òàê íàçûâàåìûé ñóá-
ôðàãìåíò-1 (S1), èñïûòûâàåò ðÿä êîíôîðìàöèîííûõ èçìå-
íåíèé â òå÷åíèå ÀÒÔàçíîãî öèêëà (Bagshaw, Trentham,
1974; Geeves, 1991). Ñòðóêòóðíûå ñîñòîÿíèÿ ïîïåðå÷íûõ
ìîñòèêîâ ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê äâóì ãðóïïàì — ê ñî-
ñòîÿíèÿì, õàðàêòåðíûì äëÿ ñëàáîé è ñèëüíîé ôîðì ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ àêòèíîì. Ãðóïïà ñëàáîñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì
ñîñòîÿíèé õàðàêòåðèçóåòñÿ íèçêèì ñðîäñòâîì ê àêòèíó,
âûñîêîé êèíåòèêîé ïðèñîåäèíåíèÿ (îòñîåäèíåíèÿ) ãîëî-
âîê ìèîçèíà ê àêòèíó è íå îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ê êî-
îïåðàòèâíîìó âêëþ÷åíèþ ðåãóëèðóåìûõ òîíêèõ íèòåé
(Stein et al., 1979; Chalovich et al., 1981). Íàïðîòèâ, ãðóï-
ïà ñèëüíîñâÿçàííûõ ñîñòîÿíèé ïîïåðå÷íîãî ìîñòèêà îá-
ëàäàåò âûñîêèì ñðîäñòâîì ê àêòèíó, íèçêîé êèíåòèêîé
ïðèñîåäèíåíèÿ (îòñîåäèíåíèÿ) ìèîçèíà ê àêòèíó è ñïî-
ñîáíîñòüþ ê êîîïåðàòèâíîìó âêëþ÷åíèþ ðåãóëèðóåìûõ
òîíêèõ íèòåé (Bremel, Weber, 1972; Marston, Weber, 1975;
Greene, Eisenberg, 1980a; Marston, 1982). Â ãðóïïó ñëàáî-
ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì ñîñòîÿíèé âõîäÿò àêòîìèîçèí�ÀÒÔ

(ñîñòîÿíèå AM*�ATP) è àêòîìèîçèí�ÀÄÔ�Ôí (ñîñòîÿ-
íèå AM**�ADP�Pi), òîãäà êàê â ãðóïïó ñèëüíîñâÿçàí-
íûõ ñîñòîÿíèé ìèîçèíà âõîäÿò àêòîìèîçèí â îòñóòñòâèå
íóêëåîòèäà (ñîñòîÿíèå A�M) è â ïðèñóòñòâèè MgÀÄÐ
(AM^�ADP) (Greene, Eisenberg, 1980b), ãäå A — àêòèí; M,
M*, M** è M^ — ïðîìåæóòî÷íûå êîíôîðìàöèîííûå ñîñòî-
ÿíèÿ ìèîçèíà (Bagshaw, Trentham, 1974); Ôí(Pi) — íåîðãà-
íè÷åñêèé ôîñôàò. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ãåíåðàöèÿ ñèëû ïðîèñõî-
äèò ïðè ïåðåõîäå îò ñëàáîñâÿçàííîãî ñîñòîÿíèÿ ïîïåðå÷íûõ
ìîñòèêîâ ê ñèëüíîñâÿçàííîìó, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò îñâî-
áîæäåíèå Pí è ÀÄÔ (Houdusse, Sweeney, 2001).

Êàëüäåñìîí èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ñîêðà-
ùåíèÿ ãëàäêèõ ìûøö, îñóùåñòâëÿåìîé áåëêàìè òîíêèõ
íèòåé (ñì. îáçîðû: Chalovich et al., 1998; Marston et al.,
1998). Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò áåëîê êîîïåðàòèâíî èíãèáèðó-
åò àêòèâàöèþ ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè ìèîçèíà êîìïëåê-
ñîì àêòèí—òðîïîìèîçèí â ðàñòâîðå (Sobue et al., 1982;
Ngai, Walsh, 1984; Dabrowska et al., 1985; Horiuchi, Chac-
ko, 1989; Chalovich et al., 1990), äâèæåíèå àêòèíîâûõ ôè-
ëàìåíòîâ íàä èììîáèëèçîâàííûìè ìîëåêóëàìè ìèîçèíà
(Shirinsky et al., 1992; Fraser, Marston, 1995), à òàêæå íà-
ïðÿæåíèå, ðàçâèâàåìîå äåìåìáðàíèçèðîâàííûìè ìû-
øå÷íûìè âîëîêíàìè (Heubach et al., 1997; Burton, Mars-
ton, 1999; Âèõîðåâ è äð., 2000).

9

2 0 0 6 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 48, ¹ 1



Â ìîëåêóëå êàëüäåñìîíà âûäåëÿþò ÷åòûðå ñòðóêòóð-
íûõ äîìåíà. 170 C -êîíöåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
(ñîîòâåòñòâóþùèõ äîìåíó 4) îòâåòñòâåííû çà ñâÿçûâà-
íèå àêòèíà è êàëüìîäóëèíà (Sobue et al., 1982; Szpacen-
ko, Dabrowska, 1986; Wang et al., 1991; Redwood, Mars-
ton, 1993; Marston et al., 1994; Mornet et al., 1995). Ó÷àñò-
êè ñâÿçûâàíèÿ òðîïîìèîçèíà èäåíòèôèöèðîâàíû â äîìå-
íàõ 1, 2 è 4 (Fujii et al., 1987; Katayama et al., 1989; Hump-
hrey et al., 1992; Bogatcheva et al., 1993; Redwood, Mars-
ton, 1993). Äîìåíû 1, 3 è 4 (îñòàòêè 620—793) ñïîñîáíû
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ìèîçèíîì (Yamakita et al., 1992;
Huber et al., 1993; Vorotnikov et al., 1997).

Îáëàñòè êàëüäåñìîíà, ó÷àñòâóþùèå â èíãèáèðîâà-
íèè ÀÒÔàçû ìèîçèíà, àêòèâèðóåìîé êîìïëåêñîì àê-
òèí—òðîïîìèîçèí, äåòàëüíî èçó÷åíû ìåòîäàìè õèìè÷å-
ñêîãî ðàñùåïëåíèÿ êàëüäåñìîíà è ýêñïðåññèè åãî óñå-
÷åííûõ ìóòàíòíûõ ôîðì. Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðíàÿ
ñïîñîáíîñòü ïîëíîñòüþ ëîêàëèçîâàíà â äîìåíå 4 (Szpa-
cenko, Dabrowska, 1986; Wang et al., 1991; Redwood, Mar-
ston, 1993).

Èññëåäîâàíèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ðàçëè÷íûì îáëàñòÿì äîìåíà 4, ïîêàçàëè, ÷òî â
òðîïîìèîçèíçàâèñèìîì èíãèáèðîâàíèè ÀÒÔàçíîé àê-
òèâíîñòè àêòîìèîçèíà ó÷àñòâóþò òàê íàçûâàåìûå ñàéò C
(îñòàòêè 663—683) è ñàéò BR (îñòàòêè 775—781). Â ïðî-
òèâîïîëîæíîñòü óêàçàííûì ñàéòàì öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü
äîìåíà 4, êîòîðîé ñîîòâåòñòâóåò ðåêîìáèíàíòíûé ïåï-
òèä CaDH2 (îñòàòêè 683—767), ñîäåðæèò òîëüêî ñàéò B
(îñòàòêè 745—752). Ýòîò ïåïòèä óñèëèâàåò àêòèâàöèþ,
âûçûâàåìóþ êîìïëåêñîì àêòèí—òðîïîìèîçèí, ò. å. îêà-
çûâàåò âëèÿíèå, ïðîòèâîïîëîæíîå ýôôåêòó ñàéòîâ C è BR
êàëüäåñìîíà (Marston et al., 1994; Fraser et al., 1997). Ðå-
êîìáèíàíòíûå ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì
ó÷àñòêàì äîìåíà 4, èìåþò îáùèé ñàéò ñâÿçûâàíèÿ íà àê-
òèíå. Îäíàêî ïåïòèä CaDH2 (öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü äîìå-
íà 4) ñâÿçûâàåòñÿ ñ àêòèíîì ñðàâíèòåëüíî ñëàáî, òîãäà
êàê ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâóþùèå âñåìó äîìåíó 4, à òàêæå
åãî N- è C-êîíöåâûì ÷àñòÿì, îáðàçóþò ñèëüíîå ñâÿçûâà-
íèå ñ àêòèíîì (Fraser et al., 1997). Äî íàñòîÿùåãî âðåìå-
íè ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè àêòèíñâÿçûâàþ-
èìè ñàéòàìè êàëüäåñìîíà ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè àêòîìè-
îçèíà èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî.

Ðàíåå, èñïîëüçóÿ ìåòîä ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðè-
ìåòðèè, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ôîðìèðîâàíèè ìåæäó
F-àêòèíîì è ìèîçèíîì ñèëüíîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ (ñòà-
äèè ÀÌ) ìîíîìåðû àêòèíà ïåðåõîäÿò â òèïè÷íîå äëÿ
ýòîé ñòàäèè àêòîìèîçèíà «âêëþ÷åííîå» ñîñòîÿíèå, è ãî-
ëîâêè ìèîçèíà ïðèîáðåòàþò óïîðÿäî÷åííóþ îðèåíòà-
öèþ â ìûøå÷íîì âîëîêíå. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó
ïðè ôîðìèðîâàíèè ñëàáîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ
àêòèíîì (ñòàäèè ÀÌ�ÀÒÔ) íàáëþäàåòñÿ äåçîðèåíòàöèÿ
ãîëîâîê ìèîçèíà, è ìîíîìåðû àêòèíà ïåðåõîäÿò â òàê íà-
çûâàåìîå âûêëþ÷åííîå ñîñòîÿíèå (Borovikov et al., 1991).
Îêàçàëîñü, ÷òî ïðèñîåäèíåíèå êàëüäåñìîíà ê òîíêèì íè-
òÿì ïðèâîäèò ê «çàìîðàæèâàíèþ» ñòðóêòóðû àêòèíà
(Galazkiewicz et al., 1987). Òîíêèå íèòè, ñîäåðæàùèå êà-
ëüäåñìîí, ñòàíîâÿòñÿ ïëîõî ïðèñïîñîáëåííûìè äëÿ èç-
ìåíåíèÿ ñâîåé êîíôîðìàöèè ïîä âëèÿíèåì ìèîçèíî-
âûõ ìîñòèêîâ ïðè ïåðåõîäå ãëèöåðèíèçèðîâàííîãî ìû-
øå÷íîãî âîëîêíà èç ðàññëàáëåííîãî ñîñòîÿíèÿ â ðèãîð
èëè ïðè èçîìåòðè÷åñêîì ñîêðàùåíèè âîëîêíà (Galazkie-
wicz et al., 1987; Âèõîðåâ è äð., 2000). Ïàðàëëåëüíî ñ èí-
ãèáèðîâàíèåì êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåñòðîåê àêòèíà â
ìûøå÷íîì âîëîêíå îáíàðóæåíî ïàäåíèå íàïðÿæåíèÿ,
ðàçâèâàåìîãî âîëîêíàìè (Âèõîðåâ è äð., 2000). Êðîìå

òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ñòàäèè ÀÌ êàëüäåñìîí âûçû-
âàåò ÷àñòè÷íóþ äåçîðèåíòàöèþ ãîëîâîê ìèîçèíà, è ýòî
óêàçûâàåò íà îñëàáëåíèå ñâÿçåé ìåæäó ìèîçèíîì è àêòè-
íîì â ýòîé ñòàäèè öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ (Nowak et al.,
1989).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå êàëüäåñ-
ìîíà è ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ CaDH1, CaDH2,
CaDH12, Cg1 è 658C íà âçàèìîäåéñòâèå F-àêòèíà è S1
ìèîçèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè â òåíåâîì ìûøå÷íîì âî-
ëîêíå ðàçëè÷íûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíîãî
öèêëà: A�M, A^�M^�ADP, A��M��APP, A*�M*�ATP è
A**�M**�ADP�Pi. Ýòè ñòàäèè öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ
ìîäåëèðîâàëè ïðè äåêîðèðîâàíèè òîíêèõ íèòåé S1 â îò-
ñóòñòâèå èëè â ïðèñóòñòâèè MgADP, MgAMP-PNP,
MgATPgS èëè MgATP ñîîòâåòñòâåííî. Cys-707 S1 ìèî-
çèíà ìîäèôèöèðîâàëè ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì
1.5-IAEDANS. Ïîêàçàíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå S1 ñ F-àê-
òèíîì âûçûâàåò çàâèñèìûå îò ïðèñóòñòâèÿ íóêëåîòèäîâ
êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ S1 ìèîçèíà. Êàëüäåñìîí è
ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû ìîäèôèöèðóþò ñòðóêòóðíîå
ñîñòîÿíèå S1 íà âñåõ ñòàäèÿõ öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Ôëóîðåñöåíòíûé çîíä N-(iodoacetyl)-
N�-(5-sulfo-1-naphthyl)ethylenediamine (1.5-IAEDANS)
áûë ïðèîáðåòåí â ôèðìå Molecular Probes, Inc. (ÑØÀ).
KCl, MgCl2, CaCl2, Òðèñ, äèìåòèëôîðìàìèä, EGTA,
FITC-ôàëëîèäèí, ATPgS, AMP-PNP, ATP è ADP áûëè îò
ôèðìû Sigma (ÑØÀ, St. Louis, MO); b-ìåðêàïòîýòàíîë è
NaN3 — îò ôèðì Merck (ÔÐÃ) è Fluka (Øâåéöàðèÿ) ñîîò-
âåòñòâåííî.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ï ò è ä î â è á å ë ê î â. Ðåêîìáèíàíò-
íûå ïåïòèäû CaDH1 (îñòàòêè 506—793), CaDH2 (îñòàò-
êè 683—767), CaDH12 (îñòàòêè 506—708), Cg1 (îñòàòêè
658—756) è 658C (îñòàòêè 658—793) áûëè ïîëó÷åíû â
ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè êÄÍÊ êàëüäåñìîíà ÷åëîâåêà â
E. coli, êàê îïèñàíî ðàíåå (Way et al., 1989; Huber et al.,
1993; Fraser et al., 1997). S1 ìèîçèíà ïîëó÷àëè ïóòåì ðàñ-
ùåïëåíèÿ ìèîçèíà èç ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà a-õè-
ìîòðèïñèíîì (Okamoto, Sekine, 1985). Òðîïîìèîçèí è
êàëüäåñìîí áûëè âûäåëåíû èç ãëàäêèõ ìûøö öûïëåíêà,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Dabrowska et al., 1980; Bretscher,
1984). Ìîäèôèêàöèþ Cys-707 S1 îñóùåñòâëÿëè ïî îïè-
ñàííîé ìåòîäèêå (Borejdo, Putnam, 1977). Ñòåïåíü ìîäè-
ôèêàöèè S1 áûëà 0.90—0.95.

Ò å í å â û å â î ë î ê í à ïîëó÷àëè èç îäèíî÷íûõ ãëèöå-
ðèíèçèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ïîÿñíè÷íîé ìûø-
öû (m. psoas) êðîëèêà, ýêñòðàãèðóÿ ìèîçèí, òðîïîìèîçèí
è òðîïîíèí (Borovikov, Gusev, 1983).

Ñ â ÿ ç û â à í è å ò ð î ï î ì è î ç è í à, S 1, C a D,
C a D H 1, C a D H 2, C a D H 1 2, C g 1 è 6 5 8 C ñ F-à ê ò è -
í î ì ò å í å â û õ â î ë î ê î í. Âçàèìîäåéñòâèå F-àêòèíà ñ
àêòèíñâÿçûâàþùèìè áåëêàìè ïðîèñõîäèëî ïðè èíêóáà-
öèè òåíåâîãî ìûøå÷íîãî âîëîêíà ñ êàæäûì èç áåëêîâ â
ñîîòâåòñòâóþùåì ðàñòâîðå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 100 ìÌ
KCl, 3 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ NaN3, 67 ìÌ Na,K-ôîñôàòíîãî
áóôåðà (pH 7.0) è 2—5 ìã/ìë òðîïîìèîçèíà; 5 ìÌ KCl,
3 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ NaN3, 1 ìÌ DTT, 10 ìÌ Òðèñ-HCl
(pH 7.0) è 5 ìã/ìë êàëüäåñìîíà èëè ðåêîìáèíàíòíûõ
ïåïòèäîâ CaDH1, CaDH12, Cg1, èëè 658C; 10 ìÌ KCl,
1 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ NaN3, 1 ìÌ DTT, 20 ìÌ Òðèñ-HCl
(pH 7.6) è 2 ìã/ìë S1. Íåñâÿçàâøèéñÿ áåëîê îòìûâàëè
èíêóáàöèåé âîëîêîí â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðíîì ðàñ-
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òâîðå. Áåëêîâûé ñîñòàâ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ âîëîêîí
êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ â ïðè-
ñóòñòâèè ÄÑÍ (Laemmli, 1970). Ìîëÿðíûå îòíîøåíèÿ
òðîïîìèîçèíà, S1, êàëüäåñìîíà èëè ðåêîìáèíàíòíîãî
ïåïòèäà ê àêòèíó â òåíåâûõ âîëîêíàõ áûëè ðàâíû 1.0 :
6.5 (�3), 1 : 5 (�2), 1 : 7 (�3) è 1 : 5 (�3) ñîîòâåòñòâåííî.

È ç ì å ð å í è å ï à ð à ì å ò ð î â ï î ë ÿ ð è ç î â à í í î é
ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Ïîëÿðèçîâàííóþ ôëóîðåñöåíöèþ
1.5-IAEDANS âîçáóæäàëè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 365 �
� 5 íì è ðåãèñòðèðîâàëè â äèàïàçîíå 480—550 íì. Ôëó-
îðåñöåíöèþ èçìåðÿëè â áóôåðå À, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ
KCl, 1 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ NaN3, 6.7 ìÌ Na,K-ôîñôàòíîãî
áóôåðà (pH 7.0) è 4 ìÌ EGTA â îòñóòñòâèå èëè â ïðè-
ñóòñòâèè 2.5 ìÌ ADP, 15 ìÌ AMP-PNP, 25 ìÌ ATPgS
èëè 5 ìÌ ATP. Â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà ìîäåëèðîâà-
ëàñü ñòàäèÿ A�M öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ. MgADP,
MgAMP-PNP, MgATPgS è MgATP èñïîëüçîâàëè äëÿ
òîãî, ÷òîáû ìîäåëèðîâàòü ñòðóêòóðíûå ñîñòîÿíèÿ ìèî-
çèíà M^�ADP, M��ADP, M*�ATP è M**�ADP�Pi ñîîò-
âåòñòâåííî (Goody, Hofmann, 1980; Roopnarine, Thomas,
1996).

Èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü ÷åòûðåõ êîìïîíåíòîâ ïî-
ëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè: CIC, CIB, BIB è BIC, ãäå èí-
äåêñû ñëåâà îò I îáîçíà÷àþò ïàðàëëåëüíîå (C) èëè ïåð-
ïåíäèêóëÿðíîå (B) íàïðàâëåíèå ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäà-
þùåãî ñâåòà, à èíäåêñû ñïðàâà îò I — ïàðàëëåëüíîå èëè
ïåðïåíäèêóëÿðíîå íàïðàâëåíèå ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñ-
öåíöèè çîíäîâ îòíîñèòåëüíî îñè âîëîêíà. Ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå äàííûå àíàëèçèðîâàëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Tre-
gear, Mendelson, 1975; Kakol et al., 1987). Èñïîëüçîâàí-
íàÿ ìàòåìàòè÷åñêàÿ ìîäåëü îñíîâûâàëàñü íà äîïóùåíèè,
÷òî îñöèëëÿòîðû ôëóîðîôîðîâ ðàñïîëàãàþòñÿ ïî ñïèðà-
ëè âäîëü îáðàçóþùåé ïîâåðõíîñòè êîíóñîâ. Ñîîòíîøå-
íèÿ ÷åòûðåõ èíòåíñèâíîñòåé ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñ-
öåíöèè CIB / CIC, BIB / CIC è BIC / CIC ðàññìàòðèâàëè êàê ôóíê-
öèè óãëîâ FA, FE, N, ãäå FA è FE — óãëû ìåæäó îñüþ
âîëîêíà è îñöèëëÿòîðàìè ïîãëîùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ êðà-
ñèòåëÿ ñîîòâåòñòâåííî, N — îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî
õàîòè÷íî ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôîðîâ.

Â ðàìêàõ îïèñûâàåìîé ìîäåëè FA è FE ÿâëÿþòñÿ ïî-
êàçàòåëÿìè îðèåíòàöèè ôëóîðîôîðîâ 1.5-IAEDANS â âî-
ëîêíå, òîãäà êàê âåëè÷èíà N ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà èõ
ïîäâèæíîñòè (ñì. îáçîð: Áîðîâèêîâ, 1998). Ïîñêîëüêó
èçìåíåíèÿ FA áûëè àíàëîãè÷íû èçìåíåíèÿì FE, çíà÷å-
íèÿ óãëà FA íå ïðèâîäÿòñÿ. Ñòàòèñòè÷åñêóþ äîñòîâåð-
íîñòü èçìåíåíèé ïàðàìåòðîâ ôëóîðåñöåíöèè îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ë è ÿ í è å í ó ê ë å î ò è ä î â í à ï î ë ÿ ð è ç î â à í í ó þ
ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è þ ê î ì ï ë å ê ñ à 1.5 - I A E D A
NS—S 1. Äåêîðèðîâàíèå òîíêèõ íèòåé òåíåâîãî âîëîêíà
S1 ìèîçèíà, ìîäèôèöèðîâàííîãî 1.5-IAEDANS, âûçûâà-
åò ïîÿâëåíèå ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè âîëîêíà. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè äàííûìè (Boro-
vikov et al., 1991) â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà ñòåïåíè ïîëÿ-
ðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ïðè îðèåíòàöèè âîëîêíà ïà-
ðàëëåëüíî (PC) è ïåðïåíäèêóëÿðíî (PB) ïëîñêîñòè ïî-
ëÿðèçàöèè ñâåòà âîçáóæäåíèÿ áûëè âûñîêàÿ ïîëîæè-
òåëüíàÿ (PC = 0.412 � 0.001) è íèçêàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ
(PB = 0.025 � 0.002) âåëè÷èíû. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
äèïîëè ïîãëîùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ êðàñèòåëÿ ðàñïîëàãàþò-
ñÿ ïðåèìóùåñòâåííî âäîëü ìûøå÷íîãî âîëîêíà (Nichei

et al., 1974; Borejdo, Putnam, 1977; Borovikov et al., 1991).
Àíàëèç ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè S1, ìå÷åííîãî
1.5-IAEDANS (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»), óêà-
çûâàåò íà òî, ÷òî â ìûøå÷íîì âîëîêíå èìåþòñÿ äâå ïî-
ïóëÿöèè ôëóîðîôîðîâ: ôðàêöèÿ õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåí-
íûõ îñöèëëÿòîðîâ è ôðàêöèÿ îñöèëëÿòîðîâ, îðèåíòèðî-
âàííûõ ïîä óãëîì, áëèçêèì ê 43° (ðèñ. 1, à). Èçâåñòíî,
÷òî â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäîâ ãîëîâêè ìèîçèíîâûõ ìîëå-
êóë õîðîøî îðèåíòèðîâàíû è îáðàçóþò ñ òîíêîé íèòüþ
óãîë, áëèçêèé ê 45° (Reedy et al., 1965). Ïî-âèäèìîìó,
óïîðÿäî÷åííî ðàñïîëîæåííûå ìîëåêóëû êðàñèòåëÿ ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ ïàðàëëåëüíî ìîòîðíîìó äîìåíó ãîëîâêè ìè-
îçèíîâîé ìîëåêóëû.

Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåí-
íûõ îñöèëëÿòîðîâ 1.5-IAEDANS áûëî ìåíüøå 40 % (N =
0.336 � 0.003; ðèñ. 1, á). Ïîñêîëüêó ôðàêöèÿ õàîòè÷åñêè
îðèåíòèðîâàííûõ îñöèëëÿòîðîâ ïîÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì îá-
ðàçîì âñëåäñòâèå êîëåáàòåëüíûõ è âðàùàòåëüíûõ äâèæå-
íèé ñàìîé ãîëîâêè ìèîçèíîâîé ìîëåêóëû â ìûøå÷íîì
âîëîêíå (Nichei et al., 1974; Borovikov et al., 1991), îò-
íîñèòåëüíî íèçêîå çíà÷åíèå N óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â îò-
ñóòñòâèå íóêëåîòèäà ãîëîâêè ìèîçèíîâûõ ìîëåêóë ôîð-
ìèðóþò ñ àêòèíîì ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâíèÿ (Borovikov
et al., 1991; Andreev et al., 1995) — ñîñòîÿíèå A�M
(ðèñ. 2, à).

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ òàáëèöû è ðèñ. 1, MgADP,
MgAMP-PNP, MgATPgS è MgATP îêàçûâàþò çàìåòíîå
âëèÿíèå íà çíà÷åíèÿ PC è PB (ñì. òàáëèöó), FE (ðèñ. 1, à)
è íà âåëè÷èíó N (ðèñ. 1, á). Èçìåíåíèÿ âñåõ ïîëÿðèçàöè-
îííûõ ïàðàìåòðîâ áûëè äîñòîâåðíû (p < 0.05) è îáðàòè-
ìû. Òàê, çàìåíà ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî MgATP, íà ðàñò-
âîð, íå ñîäåðæàùèé íóêëåîòèäà, ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîìó âîçâðàùåíèþ ïîëÿðèçàöèîííûõ ïàðàìåòðîâ ê
èñõîäíûì çíà÷åíèÿì. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èç-
ìåíåíèÿ ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè òåíåâîãî âî-
ëîêíà îáóñëîâëåíû ãëàâíûì îáðàçîì âëèÿíèåì íóêëåî-
òèäîâ íà ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå ãîëîâêè ìèîçèíà â êîì-
ïëåêñå àêòèí—S1.

Ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ íóêëåîòèäîâ ñòðóêòóð-
íîå ñîñòîÿíèå ïîïóëÿöèè S1 ìîæåò áûòü íåîäíîðîäíûì.
Äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü ïîãðåøíîñòåé, ñâÿçàííûõ ñ
ýòîé íåîäíîðîäíîñòüþ, â ðàáîòå ïîäáèðàëè îïòèìàëüíóþ
êîíöåíòðàöèþ äëÿ êàæäîãî àíàëîãà ÀÒÔ. Îêàçàëîñü, ÷òî
ýôôåêòû íóêëåîòèäîâ çàìåòíî âîçðàñòàþò ïðè óâåëè÷å-
íèè èõ êîíöåíòðàöèè. Ìàêñèìàëüíûå èçìåíåíèÿ ïîëÿðè-
çàöèîííûõ ïàðàìåòðîâ äëÿ ADP, AMP-PNP, ATPgS è
ATP íàáëþäàëèñü ñîîòâåòñòâåííî ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
1.5, 10.0, 17.0 è 2.5 ìÌ. Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåí-
òðàöèè ýòèõ íóêëåîòèäîâ ñîîòâåòñòâåííî äî 3, 15, 25 è
7 ìÌ ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà ïîëÿðèçàöè-
îííûå ïàðàìåòðû, óêàçûâàÿ íà îäíîðîäíîñòü ñòðóêòóð-
íîãî ñîñòîÿíèÿ S1. Â òàáëèöå è íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû
ðåçóëüòàòû îïûòîâ, êîòîðûå ïðîâîäèëèñü â ïðèñóòñòâèè
2.5 ìÌ ADP, 15 ìÌ AMP-PNP, 25 ìÌ ATPgS èëè 5 ìÌ
ATP, ò. å . â óñëîâèÿõ, êîãäà ïîïóëÿöèÿ
S1—1.5-IAEDANS—íóêëåîòèä áûëà ïðàêòè÷åñêè îäíî-
ðîäíîé ïî ñòðóêòóðíîìó ñîñòîÿíèþ. Ïîäîáíûå êîíöåíò-
ðàöèè àíàëîãîâ ATÔ èñïîëüçîâàëèñü ðàíåå è â äðóãèõ ðà-
áîòàõ (Goody, Hofmann, 1980; Roopnarine, Thomas, 1996).

Êàê èçâåñòíî, ïîëÿðèçîâàííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ 1.5-IAEDANS
îïðåäåëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûì ñîñòîÿíèåì ãîëîâêè ìèîçèíà
(Nichei et al., 1974; Borejdo, Putnam, 1977; Borovikov et
al., 1991; Andreev et al., 1995; Burghardt et al., 1997) è â
øèðîêîì èíòåðâàëå ìîëÿðíûõ îòíîøåíèé ìèîçèíà ê àê-
òèíó íå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè S1, íàõîäÿùåãîñÿ â âî-
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ëîêíå (Andreev et al., 1995). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ êàê
â îòñóòñòâèå, òàê è â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ íóêëåîòè-
äîâ óâåëè÷åíèå ìîëÿðíîãî îòíîøåíèÿ S1/àêòèí â èíòåð-
âàëå îò 1/20 äî 1/3 íå îêàçûâàëî çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà
ïàðàìåòðû ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè. Ðåçóëüòàòû,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 1, áûëè ïîëó÷åíû â èíòåðâàëå

ìîëÿðíûõ îòíîøåíèé S1/àêòèí îò 1/14 äî 1/5, ò. å. â
óñëîâèÿõ, êîãäà îòñóòñòâóåò çàâèñèìîñòü ïîëÿðèçàöèîí-
íûõ ïàðàìåòðîâ îò êîíöåíòðàöèè ãîëîâîê ìèîçèíà. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ðàçëè÷èÿ â îðèåíòàöèè è ïîäâèæíîñòè êðà-
ñèòåëÿ ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçíûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñî-
ñòîÿíèé ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè ìèîçèíà (ðèñ. 1) îòðàæàþò
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ðÿäà íóêëåîòèäîâ íà âåëè÷èíû óãëà ÖE è çíà÷åíèå N â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè êàëüäåñìîíà èëè ðåêîìáèíàíò-
íûõ ïåïòèäîâ CaDH1, CaDH12, CaDH2, Cg1 è 658C.

Âû÷èñëåíèå âåëè÷èíû óãëà ÖE (à) è çíà÷åíèÿ N (á) îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ òîíêèå íèòè áûëè ïðåäâàðèòåëü-
íî ðåêîíñòðóèðîâàíû òðîïîìèîçèíîì. Êàæäàÿ âåëè÷èíà ÿâëÿåòñÿ ñðåäíèì çíà÷åíèåì èçìåðåíèé, âûïîëíåííûõ íà 5—20 âîëîêíàõ. Âåðòèêàëüíûìè
îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû 95%-ûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîìïëåêñàìè àêòèí—S1, àêòèí—S1—ADP, àêòèí—S1—AMP—PNP, àê-
òèí—S1—ATPãS è àêòèí—S1—ATP ïî âåëè÷èíàì ÖE è N â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè êàëüäåñìîíà èëè ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ äîñòîâåðíû ïðè

p < 0.05.



ðàçíîå ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå ãîëîâîê ìèîçèíà â ìû-
øå÷íîì âîëîêíå.

Â ïðèñóòñòâèè MgADP ðàçëè÷èå ìåæäó PC è PB áûëî
áîëüøå, ÷åì â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà (ñì. òàáëèöó). Âå-
ëè÷èíà FE óìåíüøàåòñÿ äîñòîâåðíî (p < 0.05) (ðèñ. 1, à).
Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè MgADP ê òîíêèì íèòÿì,
äåêîðèðîâàííûì S1, èëè ê ìûøå÷íûì âîëîêíàì â ðèãî-
ðå (Sleep, Hutton, 1980; Fajer et al., 1990) âîçíèêàåò ïðî-
ìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå ìèîçèíà, áëèçêîå ê M^�ADP (Ro-
opnarine, Thomas, 1996). Ñîãëàñíî äàííûì ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè, ãîëîâêè ìèîçèíîâûõ ìîëåêóë â ýòîì ñî-
ñòîÿíèè îáðàçóþò ñ òîíêèìè íèòÿìè óãîë, áëèçêèé ê 45°
(Reedy et al., 1965). Ðåçóëüòàòû áîëüøèíñòâà ðàáîò, âû-
ïîëíåííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ (ñì. îá-
çîð: Volkmann, Hanein, 2000) è ñïèíîâûõ (Fajer et al.,
1990; Roopnarine, Thomas, 1996) ìåòîê, ñâÿçàííûõ ñ Cys
-707, íå ïîêàçàëè èëè ïîêàçàëè ëèøü ñëàáîå èçìåíåíèå

íàêëîíà ãîëîâêè ìèîçèíà, ïðîèñõîäÿùåå ïîä âëèÿíèåì
MgADP. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòî èçìåíåíèå íàêëîíà ãî-
ëîâêè ìèîçèíà îòðàæàåò «îáðàòíîå äâèæåíèå» ïîïåðå÷-
íîãî ìîñòèêà (Tekezawa et al., 1990).

Êàê èçâåñòíî, ôëóîðåñöåíòíûé çîíä 1.5-IAEDANS æå-
ñòêî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ãîëîâêîé ìèîçèíîâîé ìîëåêóëû (Hudson,
Weber, 1973), ïîýòîìó èçìåíåíèÿ â îðèåíòàöèè êðàñèòåëÿ
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê èçìåíåíèÿ â îðèåíòàöèè ìèîçèíî-
âîãî ìîñòèêà (Nichei et al., 1974; Borejdo, Putnam, 1977).

Îäíàêî òàêàÿ èíòåðïðåòàöèÿ ïîëó÷åííûõ äàííûõ íå
ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííî âîçìîæíîé. Ñîãëàñíî ñîâðåìåí-
íûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ
ñòàäèé ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè â ìîòîðíîì äîìåíå ãîëîâêè
ìèîçèíà ïðîèñõîäÿò çíà÷èòåëüíûå ïåðåìåùåíèÿ îòäåëü-
íûõ ñóáäîìåíîâ, ÷òî â èòîãå ïðèâîäèò ê ïîâîðîòó «ðû-
÷àãà» (ðåãóëÿòîðíîãî äîìåíà) è ê ãåíåðàöèè ñèëû (Hou-
dusse et al., 2000). Îñòàòîê Cys-707, ê êîòîðîìó ïðèñîå-
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Ðèñ. 2. Ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà â ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè â îòñóòñòâèå (à) è â ïðèñóòñòâèè (á) êàëüäåñìîíà èëè ðåêîì-
áèíàíòíûõ ïåïòèäîâ.

ÖE — óãîë ìåæäó îñüþ âîëîêíà è îñöèëëÿòîðîì èçëó÷åíèÿ êðàñèòåëÿ; M*, M**, MS, M�, M^, M^^, M+ è M — ïðîìåæóòî÷íûå ñòðóêòóðíûå ñîñòîÿíèÿ
ìèîçèíà; A*, A*R, A**, A�, A^, A^^, A+ è A — ïðîìåæóòî÷íûå ñòðóêòóðíûå ñîñòîÿíèÿ àêòèíà. A*��MS�ADP�Pi, A*�M*�ATP, A**�M**�ADP�Pi,
A��M��ADP è A��M�— ñëàáûå ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì. A^�M^ADP, A^^�M^^�ADP, A+�M+ è A�M — ñèëüíûå ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ
ìèîçèíà ñ àêòèíîì. MgADP, MgAMP-PNP, MgATPãS è MgATP, êàëüäåñìîí è ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû CaDH1, CaDH12, CaDH2, Cg1 è 658C ñäâèãà-

þò ðàâíîâåñèå ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé àêòîìèîçèíà â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ â ñòîðîíó ñëàáîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì.



äèíÿåòñÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ ìåòêà, íàõîäèòñÿ â ìîòîðíîì
äîìåíå íà êîíöå êîðîòêîé a-ñïèðàëè, ñîåäèíÿþùåé
N-êîíöåâîé ñóáäîìåí ñ «êîíâåðòåðîì» (ñóáäîìåíîì, íå-
ïîñðåäñòâåííî ïðèìûêàþùèì ê ðåãóëÿòîðíîìó äîìåíó
è ïîäâåðãàþùèìñÿ íàèáîëåå ñèëüíûì èçìåíåíèÿì â
îðèåíòàöèè â ïðîöåññå ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè). Ïîýòîìó
ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåðîÿòíûì, ÷òî îðèåíòàöèÿ è ïîäâèæ-
íîñòü îñòàòêà Cys-707 (à âìåñòå ñ íèì è ïðèñîåäèíåííîé
ê íåìó ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè) ìîãóò ñóùåñòâåííûì îá-
ðàçîì èçìåíÿòüñÿ ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçíûõ ïðîìåæó-
òî÷íûõ ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè. Íå èñêëþ÷åíî,
íàïðèìåð, ÷òî ïîä âëèÿíèåì MgADP îáëàñòü îñòàòêà
Cys-707 ïîâîðà÷èâàåòñÿ âìåñòå ñ «êîíâåðòåðîì», ò. å. èç-
ìåíÿåò ñâîþ îðèåíòàöèþ â ìîòîðíîì äîìåíå ãîëîâêè
ìèîçèíà. Ïðè ýòîì îáùåå ïîëîæåíèå ìîòîðíîãî äîìåíà
îòíîñèòåëüíî àêòèíà ìîæåò íå èçìåíÿòüñÿ.

Ïîñêîëüêó â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò äàííûå, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå î âðàùåíèè âñåé ãîëîâêè ìèîçèíîâîé ìî-
ëåêóëû, íî èìåþòñÿ äàííûå î ïåðåìåùåíèè ñóáäîìåíîâ
â ìîòîðíîì äîìåíå (Houdusse et al., 2000), ðåçóëüòàòû,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 1, ëåã÷å âñåãî îáúÿñíèòü èçìå-
íåíèÿìè àçèìóòàëüíîé îðèåíòàöèè ìîòîðíîãî äîìåíà
(Burghardt et al., 1997) èëè îáëàñòè ýòîãî äîìåíà, ñîäåð-
æàùåãî êðàñèòåëü.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäëîæåííîé âûøå èíòåðïðåòà-
öèåé èçìåíåíèÿ â îðèåíòàöèè 1.5-IAEDANS, îáíàðóæåí-
íûå â ïðèñóòñòâèè MgADP, ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî
ìîòîðíûé äîìåí èëè ó÷àñòîê, ñîäåðæàùèé êðàñèòåëü,
îòêëîíÿåòñÿ îò ïîçèöèè, õàðàêòåðíîé äëÿ ðèãîðà, â íà-
ïðàâëåíèè ê äëèííîé îñè ìûøå÷íîãî âîëîêíà (ðèñ. 2, à).
Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ
îñöèëëÿòîðîâ 1.5-IAEDANS â ïðèñóòñòâèè MgADP áûëî
ìåíüøå 40 % (N = 0.334 � 0.005; ðèñ. 1, á). Ýòî óêàçûâà-
åò íà ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà ñ àê-
òèíîì â êîìïëåêñå àêòèí—S1—ADP è íà ôîðìèðîâà-
íèå ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà, áëèçêîãî ê A^�M^�ADP
(ðèñ. 2, à).

MgAMP-PNP, MgATPgS è MgATP òàêæå âûçûâàþò
èçìåíåíèå PC, PB, FE è N. Îäíàêî â ýòèõ ñëó÷àÿõ ðàçëè-
÷èå ìåæäó PC è PB áûëî ìåíüøå, ÷åì â îòñóòñòâèå íóêëå-
îòèäà (ñì. òàáëèöó), è çíà÷åíèÿ FE è N âîçðàñòàëè
(ðèñ. 1).

Òàê, MgAMP-PNP óìåíüøàåò PC äî 0.390 � 0.004 è
óâåëè÷èâàåò PB äî 0.057 � 0.004. Ïðè ýòîì FE óâåëè÷è-
âàåòñÿ (ðèñ. 1, à). Èçâåñòíî, ÷òî MgAMP-PNP îñëàáëÿåò
âçàèìîäåéñòâèå ìèîçèíà ñ àêòèíîì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, îä-
íàêî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ýòîãî àíàëîãà ATÔ ãîëîâêè ìèî-
çèíà ôîðìèðóþò ñ àêòèíîì ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ
(Greene, Eisenberg, 1978). Êîìïëåêñ àêòîìèîçèí—
AMP-PNP èìååò ìåõàíè÷åñêèå (Marston et al., 1976),
ñòðóêòóðíûå (Goody et al., 1975; Levitsky et al., 1992) è
îðèåíòàöèîííûå (Fajer et al., 1988) ñâîéñòâà, ïðîìåæó-
òî÷íûå ìåæäó ðèãîðîì è ðàññëàáëåíèåì. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
â ïðèñóòñòâèè ýòîãî àíàëîãà ÀÒÔ â ìûøå÷íîì âîëîêíå
åñòü äâå ïîïóëÿöèè ãîëîâîê ìèîçèíà: ôðàêöèÿ íå ñâÿçàí-
íûõ ñ àêòèíîì ãîëîâîê è ôðàêöèÿ ãîëîâîê, ñâÿçàííûõ ñ
àêòèíîì. Ôðàêöèÿ ìèîçèíîâûõ ãîëîâîê, íå ñâÿçàííûõ ñ
àêòèíîì, èìååò ïðàêòè÷åñêè ïîëíûé áåñïîðÿäîê â îðè-
åíòàöèè, òîãäà êàê ôðàêöèÿ ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì ãîëî-
âîê ìèîçèíà èìååò ñòðîãèé ïîðÿäîê â îðãàíèçàöèè (Ro-
opnarine, Thomas, 1996).

Â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà (íèçêàÿ èîííàÿ ñèëà) ðàâ-
íîâåñèå ìåæäó ýòèìè äâóìÿ ôðàêöèÿìè ñìåùàåòñÿ â ñòî-
ðîíó ôðàêöèè ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì ãîëîâîê ìèîçèíà
(Brenner et al., 1982). Ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
â ïðèñóòñòâèè MgAMPPNP ïîëÿðèçîâàííàÿ ôëóîðåñöåí-
öèÿ âîëîêíà ñîçäàåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì ãîëîâêàìè ìèî-
çèíà, ñâÿçàííûìè ñ àêòèíîì.

Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1, MgAMP-PNP âûçûâàåò óâå-
ëè÷åíèå FE (p < 0.05). Ñëåäîâàòåëüíî, â êîìïëåêñå àê-
òèí—S1—AMPPNP óãîë íàêëîíà ìîòîðíîãî äîìåíà èëè
ó÷àñòêà öåïè, ñîäåðæàùåãî êðàñèòåëü, óâåëè÷èâàåòñÿ,
óêàçûâàÿ íà âðàùåíèå ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè îò îñè ìû-
øå÷íîãî âîëîêíà, ò. å. â íàïðàâëåíèè ê òîé îðèåíòàöèè
ìåòêè, êîòîðàÿ õàðàêòåðíà äëÿ ñëàáîé ôîðìû ñâÿçûâà-
íèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì (Borovikov et al., 1991). Îêàçà-
ëîñü, ÷òî âåëè÷èíà N â ïðèñóòñòâèè MgAMP-PNP äîñòî-
âåðíî âûøå, ÷åì â ïðèñóòñòâèè MgADP (ðèñ. 1, á). Ýòî
óêàçûâàåò íà ôîðìèðîâàíèå áîëåå ñëàáîé ôîðìû ñâÿçû-
âàíèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà è àêòèíà. Ïî-âèäèìîìó, êîìï-
ëåêñ àêòèí—S1—AMP-PNP èìååò ñâîéñòâà, áëèçêèå ê
ñëàáîé ôîðìå ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì, — ñîñòîÿ-
íèå, áëèçêîå ê A��M��ADP (ðèñ. 2, à). Ïîõîæèå âûâîäû
áûëè ñäåëàíû ðàíåå ïðè èñïîëüçîâàíèè ñïèíîâîé ìåòêè,
ñâÿçàííîé ñ Cys-707 (Roopnarine, Thomas, 1996). Àâòîðû
ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî MgAMP-PNP ïî ñðàâíåíèþ
ñ MgADP èìèòèðóåò áîëåå ñëàáóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ ãî-
ëîâîê ìèîçèíà, êîòîðóþ àâòîðû îáîçíà÷èëè êàê ñîñòîÿ-
íèå ìèîçèíà M��ADP.

14 Î. Å. Ïðîíèíà, Î. Êîïåëàíä è äð.

Âëèÿíèå íóêëåîòèäîâ ADP è ATP íà ïàðàìåòðû
ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà

1.5-IAEDANS—S1 â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè
êàëüäåñìîíà (CaD) èëè ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ

Íóê-
ëåîòèä

Ïîëè-
ïåïòèä

n
PC,

îòí. åä.,
x sx±

PB,
îòí. åä.,

x sx±

— — 14 0.412 � 0.001 0.025 � 0.002

ÑaD 20 0.391 � 0.002 0.077 � 0.002

CaDH1 6 0.396 � 0.002 0.099 � 0.003

CaDH12 5 0.409 � 0.002 0.080 � 0.003

CaDH2 6 0.432 � 0.002 0.100 � 0.003

658C 5 0.380 � 0.002 0.053 � 0.003

Cg1 6 0.409 � 0.002 0.023 � 0.003

ADP — 11 0.427 � 0.002 0.010 � 0.001

CaD 15 0.404 � 0.003 0.086 � 0.002

CaDH1 6 0.407 � 0.002 0.129 � 0.003

CaDH12 5 0.432 � 0.002 0.080 � 0.003

CaDH2 5 0.455 � 0.002 0.102 � 0.003

658C 5 0.404 � 0.002 0.070 � 0.003

Cg1 6 0.430 � 0.002 0.011 � 0.003

ATP — 6 0.333 � 0.002 0.224 � 0.004

CaD 14 0.334 � 0.003 0.254 � 0.003

CaDH1 6 0.305 � 0.002 0.287 � 0.003

CaDH12 5 0.362 � 0.004 0.219 � 0.004

CaDH2 5 0.358 � 0.002 0.233 � 0.003

658C 5 0.363 � 0.002 0.266 � 0.003

Cg1 6 0.368 � 0.002 0.228 � 0.003

Ï ð è ì å ÷ à í è å. PC è PB âû÷èñëåíû èç ñîîòíîøåíèé
C B C C
I I ,

B B C C
I I è B C C C

I I , (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). n — ÷èñëî
èññëåäîâàííûõ âîëîêîí. Èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ äîñòîâåðíû ïðè
P < 0 05. .



Íàèáîëåå ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ FE è
N, à ñëåäîâàòåëüíî, è íàèáîëüøèå èçìåíåíèÿ îðèåíòà-
öèè ìîòîðíîãî äîìåíà èëè ó÷àñòêà, ñîäåðæàùåãî êðàñè-
òåëü, è íàèáîëüøèå èçìåíåíèÿ ïîäâèæíîñòè ãîëîâîê
ìèîçèíà íàáëþäàëè â ïðèñóòñòâèè MgATPgS è MgATP.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â ïðèñóòñòâèè MgATP îäíîâðåìåííî ñó-
ùåñòâóåò íåñêîëüêî ðàçíûõ ñîñòîÿíèé ìèîçèíà, ñðåäè
êîòîðûõ ïðåîáëàäàåò ñîñòîÿíèå M**�ADP�Pi (Ponoma-
rev et al., 1995). Ðåçóëüòàòû ìåõàíè÷åñêèõ è ñïåêòðîñêî-
ïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ñîñòîÿíèå ãîëîâîê ìèîçèíà â ïðèñóòñòâèè MgATPgS íà-
ïîìèíàåò ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè,
áëèçêîå ê M*�ATP (Dantzig et al., 1988; Berger, Thomas,
1994; Ponomarev et al., 1995). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
MgATPgS è MgATP âûçûâàëè çàìåòíîå óâåëè÷åíèå âå-
ëè÷èí FE è N (ðèñ. 1), è ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â ïðè-
ñóòñòâèè ýòèõ íóêëåîòèäîâ ãîëîâêà ìèîçèíà ôîðìèðóåò
ñ àêòèíîì ñëàáóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ. Îäíàêî çíà÷åíèÿ
FE è N â ïðèñóòñòâèè MgATPgS áûëè äîñòîâåðíî íèæå
çíà÷åíèé ýòèõ ïàðàìåòðîâ â ïðèñóòñòâèè MgATP. Òàê, â
ïðèñóòñòâèè MgATPgS çíà÷åíèÿ FE è N áûëè âûøå, ÷åì
â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà íà 2.3 � 0.2° è íà 28.2 � 2.3 %
ñîîòâåòñòâåííî. Â òî æå âðåìÿ â ïðèñóòñòâèè MgATP ýòè
ïàðàìåòðû áûëè âûøå, ÷åì â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà, íà
4.9 � 0.3° è íà 54.2 � 2.6 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Ðå-
çóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòðóêòóðíûå ñîñòî-
ÿíèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà â êîìïëåêñàõ àêòèí—S1—ATPgS
è àêòèí—S1—ATP îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà. Ïî-âèäèìî-
ìó, ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå àêòîìèîçèíà â ïðèñóòñòâèè
ATPgS íàõîäèòñÿ ìåæäó ñîñòîÿíèÿìè A*�M*�ATP è
A**�M**�ADP�Pi, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè MgATP àê-
òîìèîçèí íàõîäèòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â ñîñòîÿíèè A**�
M**�ADP�Pi (ðèñ. 2, à).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå ãîëîâîê ìèîçèíà â êîìï-
ëåêñå àêòèí—S1—íóêëåîòèä ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ
ïðè ñèëüíîé è ñëàáîé ôîðìàõ ñâÿçûâàíèÿ. Äëÿ êàæäîé
èç ýòèõ ãðóïï ñâÿçûâàíèÿ âûÿâëÿþòñÿ ïðîìåæóòî÷íûå
ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà, îòëè÷àþùèåñÿ äðóã îò äðóãà ïî-
äâèæíîñòüþ ãîëîâêè ìèîçèíà è îðèåíòàöèåé ìîòîðíîãî
äîìåíà èëè ó÷àñòêà ýòîãî äîìåíà, ñîäåðæàùåãî êðà-
ñèòåëü. Â ïîðÿäêå óìåíüøåíèÿ óãëà íàêëîíà îñöèëëÿ-
òîðîâ êðàñèòåëÿ è óìåíüøåíèÿ ïîäâèæíîñòè ãîëîâ-
êè ìèîçèíà ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà
ìîæíî ðàñïîëîæèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì: A**�M**�
ADP�Pi (â ïðèñóòñòâèè MgATP) > A*�M*�ATP (â ïðè-
ñóòñòâèè MgATPgS) > A��M��ADP (â ïðèñóòñòâèè
MgAMP-PNP) > A�M (â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà) >
A^�M^� ADP (â ïðèñóòñòâèè MgADP) (ðèñ. 2, à).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû S1
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìàêñèìàëüíûå èçìåíå-
íèÿ â îðèåíòàöèè ðåãóëÿòîðíîãî äîìåíà ãîëîâêè ìèîçè-
íà («ðû÷àãà») ïðîèñõîäÿò ïðè ïåðåõîäå ãîëîâêè ìèîçèíà
èç ñòðóêòóðíîãî ñîñòîÿíèÿ M**�ADP�Pi â ñîñòîÿíèå
M^�ADP (Volkmann, Hanein, 2000). Ñîãëàñíî äàííûì,
ïîëó÷åííûì â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïðè ïåðåõîäå èç ñëàáîé
ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ àêòîìèîçèíà â ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçû-
âàíèÿ ìîòîðíûé äîìåí ãîëîâêè ìèîçèíà èëè îáëàñòü
ýòîãî äîìåíà (ó÷àñòîê a-ñïèðàëè, ñîåäèíÿþùåé N-êîí-
öåâîé ñóáäîìåí ñ «êîíâåðòåðîì») ïîâîðà÷èâàåòñÿ íà 7°
(ðèñ. 1, à). Ïîäîáíûå èçìåíåíèÿ â îðèåíòàöèè îáíàðóæå-
íû íåäàâíî è äëÿ ðåãóëÿòîðíîãî äîìåíà (Borejdo et al.,
2002). Åñòü îñíîâàíèÿ äëÿ ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî ýòè
îáëàñòè ãîëîâêè ìèîçèíà âðàùàþòñÿ êàê «æåñòêîå òåëî»
â ïðîöåññå ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ (Burghardt et al.,

2001). Ïî-âèäèìîìó, â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ âåñü ìîòîð-
íûé äîìåí èëè îáëàñòü ëîêàëèçàöèè Cys-707 ïîâîðà÷è-
âàåòñÿ â ìîòîðíîì äîìåíå ãîëîâêè ìèîçèíà âìåñòå ñ
«êîíâåðòåðîì» è ðåãóëÿòîðíûì äîìåíîì.

Â ñàìîå ïîñëåäíåå âðåìÿ ìû ïîêàçàëè, ÷òî êàæäîìó
ïðîìåæóòî÷íîìó ñòðóêòóðíîìó ñîñòîÿíèþ ãîëîâêè ìèî-
çèíà ñîîòâåòñòâóåò îïðåäåëåííîå ñîñòîÿíèå àêòèíà, êî-
òîðîå îáëàäàåò îïðåäåëåííîé îðèåíòàöèåé è ïîäâèæíî-
ñòüþ ìîíîìåðîâ àêòèíà â òîíêèõ íèòÿõ (Õàéìèíà è äð.,
2004). Ó÷èòûâàÿ ýòè äàííûå, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â
öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ á �îëüøàÿ ÷àñòü ãîëîâêè ìèîçèíà
(ìîòîðíûé è ðåãóëÿòîðíûé äîìåíû) âìåñòå ñ íåñêîëüêè-
ìè ìîíîìåðàìè àêòèíà âðàùàþòñÿ êàê åäèíîå öåëîå, êàê
«æåñòêîå òåëî», ðèãèäíîñòü êîòîðîãî îïðåäåëÿåòñÿ ñâÿ-
çûâàíèåì àêòèíà ñ ìèîçèíîì. Ãåíåðàöèÿ ñèëû, ñêîðåå
âñåãî, îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ãëîáàëüíîì èçìåíåíèè êîí-
ôîðìàöèè àêòîìèîçèíà (ñì. îáçîð: Houdusse, Sweeney,
2001), ïðè÷åì ìèîçèí è àêòèí, èñïûòûâàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíóþ ñåðèþ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé â öèêëå ãèäðî-
ëèçà ÀÒÔ, âðàùàþòñÿ îäíîíàïðàâëåíî îòíîñèòåëüíî
îñåé ìûøå÷íîãî âîëîêíà (ðèñ. 2, à) è âûçûâàþò ïåðåìå-
ùåíèå òîíêèõ è òîëñòûõ íèòåé äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà.

Â ë è ÿ í è å ê à ë ü ä å ñ ì î í à è ð å ê î ì á è í à í ò í û õ
ï î ë è ï å ï ò è ä î â í à ï î ë ÿ ð è ç î â à í í ó þ ô ë ó î ð å ñ -
ö å í ö è þ ê î ì ï ë å ê ñ à 1.5 - I A E D A N S — S 1. Ïðè-
ñîåäèíåíèå êàëüäåñìîíà èëè ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòè-
äîâ ê òîíêèì íèòÿì, ñîäåðæàùèì òðîïîìèîçèí è
S1—1.5-IAEDANS, ñóùåñòâåííî èçìåíÿåò ïàðàìåòðû
ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè PC, PB, FE è N êàê â îò-
ñóòñòâèå, òàê è â ïðèñóòñòâèè íóêëåîòèäîâ (ñì. òàáëèöó;
ðèñ. 1). Òàê, â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà êàëüäåñìîí è ðå-
êîìáèíàíòíûå ïåïòèäû CaDH1, CaDH12, Cg1 è 658C
óâåëè÷èâàþò FE è N. Ïîõîæèå çíà÷åíèÿ òåõ æå ïàðàìåò-
ðîâ áûëè îáíàðóæåíû íàìè áåç êàëüäåñìîíà è ïåïòèäîâ
â ïðèñóòñòâèè MgAMP-PNP (ðèñ. 1). Ðåçóëüòàòû óêàçû-
âàþò íà òî, ÷òî â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà êàëüäåñìîí è
ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû CaDH1, CaDH12, Cg1 èëè
658C èìèòèðóþò ýôôåêò MgAMP-PNP, âûçûâàÿ âðàùå-
íèå ãîëîâîê ìèîçèíà â íàïðàâëåíèè, ñîâïàäàþùåì ñ òåì,
êîòîðîå áûëî îòìå÷åíî ïîä âëèÿíèåì MgAMP-PNP â îò-
ñóòñòâèå êàëüäåñìîíà è ïåïòèäîâ. Êðîìå òîãî, â îòñóòñò-
âèå íóêëåîòèäà êàëüäåñìîí è ïåïòèäû óâåëè÷èâàþò ïî-
äâèæíîñòü ãîëîâîê ìèîçèíà, ïîñêîëüêó âåëè÷èíà N âîç-
ðàñòàåò (ðèñ. 1, á), ÷òî óêàçûâàåò íà ôîðìèðîâàíèå
ñëàáîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì. Ñëåäîâà-
òåëüíî, êàëüäåñìîí è ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû CaDH1,
CaDH12, Cg1 è 658C ñìåùàþò ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿ-
íèå àêòîìèîçèíà èç ñîñòîÿíèÿ A�M â ñîñòîÿíèå àêòîìè-
îçèíà ñ áîëåå ñëàáîé ôîðìîé ñâÿçûâàíèÿ, îáîçíà÷åííîå
êàê A��M� (ðèñ. 2, á).

Ðåêîìáèíàíòíûé ïåïòèä CaDH2 â ïðîòèâîïîëîæ-
íîñòü äðóãèì ïåïòèäàì âûçûâàåò óìåíüøåíèå âåëè÷èí
FA, FE è N, ÷òî óêàçûâàåò íà ñìåùåíèå ñîñòîÿíèÿ àêòî-
ìèîçèíà â ñòîðîíó ôîðìèðîâàíèÿ áîëåå ñèëüíîé ôîðìû
ñâÿçûâàíèÿ, ò. å. èç ñîñòîÿíèÿ A�M â ñîñòîÿíèå, îáîçíà-
÷åííîå êàê A+�M+ (ðèñ. 2, á).

Âûâîäû îá èçìåíåíèè êàëüäåñìîíîì è ðåêîáèíàíò-
íûìè ïåïòèäàìè ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà è
àêòèíà áûëè ñäåëàíû íàìè ïðè èçó÷åíèè äðóãèõ ñîñòîÿ-
íèé êîìïëåêñà àêòèí—S1—íóêëåîòèä. Òàê, â ïðèñóòñò-
âèè MgADP êàëüäåñìîí è ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû
CaDH1, CaDH12, Cg1 è 658C àêòèâèðóþò âðàùåíèå ãî-
ëîâêè ìèîçèíà îò îñè òîíêîé íèòè è óâåëè÷èâàþò ôðàê-
öèþ õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôîðîâ, ò. å. èí-
ãèáèðóþò îáðàçîâàíèå ñèëüíîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ. Âìå-
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ñòî ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà A^�M^�ADP ôîðìèðóåòñÿ
áîëåå ñëàáàÿ ôîðìà ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì —
ñîñòîÿíèå, áëèçêîå ê A��M��ADP (ðèñ. 2, á). Ðåêîìáè-
íàíòíûé ïåïòèä CaDH2, íàîáîðîò, âûçûâàåò óìåíüøå-
íèå âåëè÷èí FE è N, ÷òî óêàçûâàåò íà ñìåùåíèå ñîñòîÿ-
íèÿ àêòîìèîçèíà â ñòîðîíó ôîðìèðîâàíèÿ áîëåå ñèëüíîé
ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ — ê ñîñòîÿíèþ àêòîìèîçèíà, îáîçíà-
÷åííîìó íàìè êàê A^^�M^^�ADP (ðèñ. 2, á).

Â ïðèñóòñòâèè MgAMP-PNP, MgATPgS èëè MgATP
êàëüäåñìîí è ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû CaDH1, CaDH12,
Cg1 èëè 658C òàêæå óñèëèâàëè âðàùåíèå ãîëîâêè ìèîçè-
íà îò òîíêîé íèòè, è ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî âçàèìîäåé-
ñòâèå ãîëîâêè ìèîçèíà ñ àêòèíîì ñäâèãàåòñÿ ê áîëåå ñëà-
áîìó èõ ñâÿçûâàíèþ. Òàê, â ïðèñóòñòâèè MgAMP-PNP
âìåñòî ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà A��M��ADP âîçíèêàåò,
ïî-âèäèìîìó, ñîñòîÿíèå, áëèçêîå ê A*�M*�ATP, òîãäà
êàê â ïðèñóòñòâèè MgATPgS ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå ãî-
ëîâêè ìèîçèíà ñäâèãàëîñü ê ñîñòîÿíèþ, áëèçêîìó ê
M**�ADP�Pi (ðèñ. 2, á). Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî êàëü-
äåñìîí è ðåêîìáèíàíòíûå ïåïòèäû CaDH1, CaDH12,
Cg1 è 658C îñëàáëÿþò ñâÿçûâàíèå ãîëîâêè ìèîçèíà ñ àê-
òèíîì äàæå â ïðèñóòñòâèè MgATP, êîãäà ãîëîâêè ìèîçè-
íà èìåþò î÷åíü ñëàáîå âçàèìîäåéñòâèå ñ àêòèíîì. Îá
ýòîì ñâèäåòåëüñòâóåò ðåçêîå óâåëè÷åíèå âåëè÷èí FA, FE

è N â ýêñïåðèìåíòàõ ñ MgATP (ðèñ. 1).
Ðåêîìáèíàíòíûé ïåïòèä CaDH2, íàîáîðîò, èíãèáè-

ðóåò óâåëè÷åíèå FE è N, íàáëþäàåìîå â ïðèñóòñòâèè
MgAMP-PNP, MgATPgS èëè MgATP, ÷òî óêàçûâàåò íà
ñìåùåíèå ñîñòîÿíèÿ àêòîìèîçèíà â ñòîðîíó ôîðìèðîâà-
íèÿ áîëåå ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ àêòîìèîçèíà. Âìåñ-
òî A��M��ADP, A*�M*�ATP è A**�M**�ADP�Pi â ìû-
øå÷íîì âîëîêíå, ïî-âèäèìîìó, ôîðìèðóþòñÿ ñîñòîÿíèÿ,
áëèçêèå ê A^�M^�ADP, A��M��ADP è A*�M*�ATP ñî-
îòâåòñòâåííî (ðèñ. 2, á). Ïîñêîëüêó ðåêîìáèíàíòíûå
ïåïòèäû CaDH1, CaDH12, Cg1 è 658C èìåþò àêòèíñâÿ-
çûâàþùèå ñàéòû C, B è B�, à ïåïòèä CaDH2 ñîäåðæèò â
ñâîåì ñîñòàâå òîëüêî àêòèíñâÿçûâàþùèé ñàéò B�, ðàç-
ëè÷íûå ýôôåêòû, íàáëþäàåìûå â ýêñïåðèìåíòàõ, ìîæíî
îáúÿñíèòü ðàçíûì âëèÿíèåì ýòèõ ñàéòîâ íà âçàèìîäåé-
ñòâèå ìèîçèíà ñ àêòèíîì (Marston et al., 1994; Fraser et
al., 1997; Borovikov et al ., 2001). Ïî-âèäèìîìó, ñàéòû C
è BR êàëüäåñìîíà ñäâèãàþò ôîðìèðîâàíèå ïðîìåæóòî÷-
íûõ ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè â ñòîðîíó îáðàçîâà-
íèÿ áîëåå ñëàáûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì,
òîãäà êàê ñàéò B êàëüäåñìîíà, íàîáîðîò, ñäâèãàåò ôîð-
ìèðîâàíèå ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé â ñòîðîíó ôîðìè-
ðîâàíèÿ áîëåå ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ. Ñëåäîâàòåëü-
íî, êàëüäåñìîí, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ àêòèíîì ÷åðåç ðàçíûå
àêòèíñâÿçûâàþùèå ñàéòû, ñïîñîáåí óïðàâëÿòü öèêëîì
ãèäðîëèçà ÀÒÔ, ñìåùàÿ ðàâíîâåñèå îò ñèëüíîé ê ñëàáîé
ôîðìå ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÈÍ-
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C-TERMINAL SITES OF CALDESMON DRIVE ATP HYDROLYSIS CYCLE BY SHIFTING

ACTOMYOSIN ITERMEDIATES FROM STRONG TO WEAK BINDING OF MYOSIN AND ACTIN

O. E. Pronina,1 O. Copeland,1 S. Marston,2 Yu. S. Borovikov1,*

1 Institute of Cytology, RAS, St. Petersburg, Russia, and 2 National Heart and Lungs Institute, London, UK;

* e-mail: boroviko@mail.cytspb.rssi.ru

Polarized fluorimetry technique and ghost muscle fibers containing tropomyosin were used to study effects
of caldesmon (CaD) and recombinant peptides CaDH1 (residues 506—793), CaDH2 (residues 683—767),
CaDH12 (residues 506—708) and 658C (residues 658—793) on the orientation and mobility of fluorescent la-
bel 1.5—IAEDANS specifically bound to Cys-707 of myosin subfragment-1 (S1) in the absence of nucleotide,
and in the presence of MgADP, MgAMP-PNP, MgATPgS or MgATP. It was shown that at modelling different
intermediates of actomyosin ATPase, the orientation and mobility of dye dipoles changed discretely, suggesting
a multi-step changing of the myosin head structural state in ATP hydrolysis cycle. The maximum difference in
orientation and mobility of the oscillator (4° and 30 %, respectively) was observed between actomyosin in the
presence of MgATP, and actomyosin in the presence of MgADP. Caldesmon actin-binding sites C and BR inhibit
formation of actomyosin strong binding states, while site B activates it. It is suggested that actin-myosin interac-
tion in ATP hydrolysis cycle initiates nucleotide-dependent rotation of myosin motor domain, or that of its site
for dye binding as well as the change in myosin head mobility. Caldesmon drives ATP hydrolysis cycle by shif-
ting the equilibrium between strong and weak forms of actin-myosin binding.

K e y w o r d s: regulation of muscle contraction, ATP analogues, intermediate states of actomyosin, caldes-
mon, changes of myosin subfragment-1 conformation, fluorescence polarization.
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