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Â. Â. Ñèðåíêî è äð.
Ìîäóëÿöèÿ êîíôîðìàöèè ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà (S-1) è èíãèáèðîâàíèå S-1-ÀÒÔàçû êàëüïîíèíîì ìèäèè

Ðîëü êàëüïîíèíà â ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ ãëàäêèõ ìûøö, íåñìîòðÿ íà ìíîãîëåòíåå èçó÷åíèå,
îñòàåòñÿ âî ìíîãîì íåïîíÿòíîé. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, âîïðîñ î
ðîëè êàëüïîíèíà â ðåãóëÿöèè ñîêðàùåíèÿ ãëàäêèõ ìûøö îñòàåòñÿ îòêðûòûì äî ñèõ ïîð. Ðåøåíèþ âî-
ïðîñà ìîæåò ïîìî÷ü èçó÷åíèå êàëüïîíèíîïîäîáíûõ áåëêîâ, ò. å. áåëêîâ, èìåþùèõ ãîìîëîãè÷íûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü è ñòðóêòóðó, íî ôóíêöèîíèðóþùèõ â êëåòêàõ æèâîòíûõ ðàçíûõ òàêñîíîìè÷åñêèõ
ãðóïï. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè íåäàâíî èäåíòèôèöèðîâàííûé êàëüïîíèí ìèäèè Crenomyti-
lus grayanus ñ ìîë. ìàññîé 40 êÄà (ÑàÐ-40). Âî-ïåðâûõ, ïðîâåðÿëè åãî èíãèáèðóþùèå ñâîéñòâà íà àêòèí-
àêòèâèðóåìóþ ÀÒÔàçó S-1 â ïðèñóòñòâèè èîíîâ êàëüöèÿ. Âî-âòîðûõ, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîí-
íîé ôëóîðèìåòðèè íà ãëèöåðèíèçèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ èçó÷àëè âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà êîíôîð-
ìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ÑàÐ-40 èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü ÀÒÔàçû S-1 êðîëèêà. Èíãèáèðîâàíèå äîñòèãàëî 80 % ïðè
ñîîòíîøåíèè ÑàÐ-40 è àêòèíà 1 : 2. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî ÑàÐ-40 ìîäóëèðóåò êîíôîðìàöèþ S-1 òà-
êèì îáðàçîì, ÷òî èíãèáèðóåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ (ñòàäèè À�Ì è A�M�ÀÄÔ)
ìåæäó S-1 è àêòèíîì ñ ïåðåâîäîì èõ â ñëàáóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ. Ïðè ýòîì ÑàÐ-40 ïî÷òè íå âëèÿë íà
ñëàáîñâÿçàííîå ñîñòîÿíèå (ñòàäèÿ A�M�ÀÄÔ�Ôí). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî âçàè-
ìîäåéñòâèå ÑàÐ-40 ñ àêòèíîì ïðèâîäèò ê òàêèì êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì àêòèíà è ãîëîâêè ìèî-
çèíà, êîòîðûå ïðåïÿòñòâóþò ôîðìèðîâàíèþ ñèëüíîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ S-1 ñ àêòèíîì â öèêëå ãèäðîëè-
çà ÀÒÔ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàëüïîíèí ìèäèè, êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ S-1, ïîëÿðèçàöèÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: Ôí — íåîðãàíè÷åñêèé ôîñôàò, ÝÃÒÀ — ýòèëåíãëèêîëüòåòðàóêñóñíàÿ
êèñëîòà, ÝÄÒÀ�Na2 — íàòðèåâàÿ ñîëü ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû, ýéêîíîãåí — 4-àìè-
íî-3-ãèäðîêñè-1-íàôòîëñóëüôîíîâàÿ êèñëîòà, 1,5-IAEDANS — N-èîäîàöåòèë-N’-(5-ñóëüôî-1-íàôòèë)-
ýòèëåíäèàìèí, AMP-PNP — àäåíîçèí-5(b, g-èìèäî)òðèôîñôàò (íåãèäðîëèçèðóåìûé àíàëîã ÀÒÔ),
DTT — DL-äèòèîòðåèòîë, PMSF — ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä.

Êàëüïîíèí áûë âïåðâûå èçîëèðîâàí èç ìóñêóëüíîãî
æåëóäî÷êà öûïëåíêà è ñâÿçûâàëñÿ ñïåöèôè÷åñêè ñ àíòè-
òåëàìè ê ðåãóëÿòîðíîìó áåëêó òîíêèõ íèòåé òðîïîíèíó Ò
(Takahashi et al., 1986). Íà îñíîâàíèè åãî ëîêàëèçàöèè è
ñâîéñòâ áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî âíîâü
îòêðûòûé áåëîê ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè
ñîêðàùåíèÿ ãëàäêèõ ìûøö. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ
ïîêàçàëè, ÷òî êàëüïîíèí èíãèáèðóåò ÀÒÔàçíóþ àêòèâ-
íîñòü â ðåêîíñòðóèðîâàííîé àêòîìèîçèíîâîé ñèñòåìå
(Winder, Walsh, 1990; Gimona, Small, 1996), à â ïåðìåàáè-
ëèçîâàííûõ âîëîêíàõ ãëàäêîé ìûøöû èçáûòîê êàëüïîíè-
íà èíãèáèðóåò ñêîðîñòü ñîêðàùåíèÿ íåíàãðóæåííîé
ìûøöû, íî íå âëèÿåò íà âîçíèêíîâåíèå èçîìåòðè÷åñêîé
ñèëû (Jaworowski et al., 1995; Obara et al., 1996). Ýòè ðàáî-
òû óêðåïèëè ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî êàëüïîíèí, àññî-
öèèðîâàííûé ñ ñîêðàòèòåëüíûì àïïàðàòîì êëåòêè, ìîæåò
áûòü âîâëå÷åí â ïðÿìîå ðåãóëèðîâàíèå ñîêðàòèìîñòè ìû-
øå÷íîé òêàíè. Ïîçæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôîñôîðèëèðî-
âàíèå êàëüïîíèíà óïðàçäíÿåò èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå

êàëüïîíèíà íà ÀÒÔàçó ìèîçèíà è êîððåëèðóåò ñ íåñïî-
ñîáíîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêòèíîì (Winder, Walsh, 1990).
Ïîñëå âûõîäà ýòîé ðàáîòû ñòàëî ïîíÿòíî, ÷òî èìåííî
âçàèìîäåéñòâèå êàëüïîíèíà ñ àêòèíîì îïðåäåëÿåò èíãè-
áèðóþùåå äåéñòâèå êàëüïîíèíà íà ÀÒÔàçó ìèîçèíà.

Ïîñëå òîãî êàê áûëà óñòàíîâëåíà àìèíîêèñëîòíàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü êàëüïîíèíà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè, ãîìîëîãè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì òà-
êèõ áåëêîâ, êàê òðîïîíèí Ò, òðîïîíèí I è êàëüäåñìîí (Ta-
kahashi, Nadal-Ginard, 1991), âîçíèê âîïðîñ î òîì, ïî
êàêîìó òèïó îñóùåñòâëÿåòñÿ èíãèáèðîâàíèå êàëüïîíè-
íîì ÀÒÔàçû ìèîçèíà — ïî òðîïîíèíîâîìó èëè êàëüäåñ-
ìîíîâîìó (Miki et al., 1992). Èçâåñòíî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ
îñòàòêà Lys-61 â àêòèíå èçìåíÿåò õàðàêòåðèñòèêè ñâÿçû-
âàíèÿ òðîïîìèîçèíà è ìîäèôèöèðóåò ðåãóëÿòîðíûå ýô-
ôåêòû òðîïîíèíà è òðîïîìèîçèíà (Miki, 1989). Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ îñòàòêà Lys-61 â àêòèíå íå âëèÿëà
íà èíãèáèðîâàíèå êàëüïîíèíîì ÀÒÔàçû òÿæåëîãî ìåðî-
ìèîçèíà ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ àêòèíîì â îòëè÷èå îò êîì-
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ïëåêñà òðîïîíèí—òðîïîìèîçèí (Miki et al., 1992). Ìîäè-
ôèêàöèÿ ðåãèîíà, îáîãàùåííîãî êèñëûìè àìèíîêèñëîò-
íûìè îñòàòêàìè âáëèçè N-êîíöà àêòèíà, íå âëèÿëà íà
ñïîñîáíîñòü êàëüïîíèíà ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêòèíîì â îòëè-
÷èå îò êàëüäåñìîíà (Adams et al., 1990). Íàêîíåö, êàëüïî-
íèí èíãèáèðóåò ÀÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü õèìè÷åñêè ñøè-
òîãî êîìïëåêñà àêòèí—S-1, ÷åãî íå íàáëþäàåòñÿ äëÿ
êàëüäåñìîíà (Bartegi et al., 1990). Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàí-
íûõ áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ìåõàíèçì äåéñòâèÿ êà-
ëüïîíèíà äîëæåí îòëè÷àòüñÿ êàê îò òðîïîíèí-òðîïîìèî-
çèíîâîãî, òàê è îò êàëüäåñìîí-òðîïîìèîçèíîâîãî.

Áûëî ïîêàçàíî ñïåöèôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå êàëü-
ïîíèíà ñ Glu334 àêòèíà (El-Mezgueldi at al., 1992). Ýòîò
îñòàòîê íàõîäèòñÿ â ïðåäåëàõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
332—334 àêòèíà, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ñàéòà, îòâåòñò-
âåííîãî çà ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà (Rayment
et al., 1993). Äàëåå àâòîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êàëüïîíèí
áóäåò âëèÿòü íà ñèëüíîå ñâÿçûâàíèå ìèîçèíà ñ àêòèíîì
(El-Mezgueldi, Marston, 1996). Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòå-
çû îíè èññëåäîâàëè âëèÿíèå êàëüïîíèíà íà ñèëüíîå
(S-1�AMP-PNP) è ñëàáîå (S-1�ÀÄÔ�Ôí) ñâÿçûâàíèå S-1
ñ àêòèíîì. Îêàçàëîñü, ÷òî ìèíèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êà-
ëüïîíèíà, äîñòàòî÷íàÿ äëÿ ìàêñèìàëüíîãî èíãèáèðîâà-
íèÿ àêòèâíîñòè ÀÒÔàçû, óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî ñâÿçàí-
íîãî S-1�AMP-PNP ñ àêòèíîì, íî íå îêàçûâàåò íèêàêîãî
âëèÿíèÿ íà êîëè÷åñòâî ñëàáîñâÿçàííîãî àêòîìèîçèíîâîãî
êîìïëåêñà. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êîíêóðåíòíîìó âûòåñíå-
íèþ ñèëüíûõ è ñëàáûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ S-1 ñ àêòèíîì
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàëüïîíèí âûòåñíÿåò èç àêòèíîâûõ
íèòåé êîìïëåêñ S-1�AMP-PNP è S-1�ÀÄÔ, íî íå
S-1�ÀÄÔ�Ôí. Áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî êàëüïîíèí
èíãèáèðóåò àêòèíàêòèâèðóåìóþ S-1-ÀÒÔàçó, áëîêèðóÿ
íà àêòèíå ñàéò ñèëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ è íå áëîêèðóÿ ñàéò
ñëàáîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ S-1.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÑàÐ-40 ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì
áåëêîì êàëüïîíèíîâîãî ñåìåéñòâà èç ãëàäêèõ ìûøö áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà êî-
òîðîãî õîðîøî èçó÷åíû è ñîâïàäàþò ñî ñâîéñòâàìè êàëü-
ïîíèíà ãëàäêèõ ìûøö ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (Äî-
áðæàíñêàÿ è äð., 2010). Ñâîéñòâà ÑàÐ-40 áûëè èçó÷åíû
íàìè è ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðèìåò-
ðèè (Ñèðåíêî è äð., 2012). Â óïîìÿíóòîé ðàáîòå ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî ýòîò áåëîê èçìåíÿåò ñâîþ ìîáèëüíîñòü è ïðî-
ñòðàíñòâåííóþ îðèåíòàöèþ â òåíåâûõ âîëîêíàõ, âûäå-
ëåííûõ èç ñêåëåòíûõ ìûøö.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÑàÐ-40
íà àêòèâíîñòü àêòèí-àêòèâèðóåìîé ÀÒÔàçû S-1 â ïðè-
ñóòñòâèè èîíîâ êàëüöèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
ÀÒÔàçû S-1 äîñòèãàåò 80 %, ÷òî ñîâïàäàåò ñ ðåçóëüòàòà-
ìè òåñòèðîâàíèÿ èíãèáèðóþùåé ñïîñîáíîñòè ÑàÐ-40 íà
ÀÒÔàçó ìèîçèíà â ãèáðèäíûõ ñîêðàòèòåëüíûõ ìîäåëÿõ ñ
èñïîëüçîâàíèåì íàòèâíîé ìîëåêóëû ñêåëåòíîãî ìèîçèíà
(Äîáðæàíñêàÿ è äð., 2010, 2013). Êðîìå òîãî, â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðèìåò-
ðèè íà ãëèöåðèíèçèðîâàííûõ âîëîêíàõ áûëî èññëåäîâà-
íî âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ãî-
ëîâêè ìèîçèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé
ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÑàÐ-40 èíãèáèðó-
åò ôîðìèðîâàíèå ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìåæäó S-1 è
àêòèíîì è íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ñëàáîñâÿçàííîå ñîñòî-
ÿíèå.

Âëèÿíèþ êàëüïîíèíà íà êîíôîðìàöèþ S-1 ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðèìåòðèè ïîñâÿ-
ùåíî íåñêîëüêî ðàáîò (Borovikov et al., 1996à, 1996b; Bo-
rovikov, 1999). Ðåçóëüòàòû ýòèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè,

÷òî êàëüïîíèí, âûäåëåííûé èç ãëàäêèõ ìûøö ïîçâîíî÷-
íûõ, ìîäóëèðóåò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ãîëîâêè
ìèîçèíà è òåì ñàìûì ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ ñâÿçè ìåæ-
äó ìîíîìåðàìè àêòèíà è ìîòîðíûì äîìåíîì ãîëîâêè ìè-
îçèíà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà, èñ-
ïîëüçóÿ ìûøå÷íûå âîëîêíà ñ ìèíèìàëüíî íàðóøåííîé
ñòðóêòóðîé (ãëèöåðèíèçèðîâàííûå âîëîêíà), ìû èññëåäî-
âàëè âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ãî-
ëîâêè ìèîçèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé
ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÑàÐ-40 èíãèáèðó-
åò ôîðìèðîâàíèå ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìåæäó S-1 è
àêòèíîì è ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ñëàáî-
ñâÿçàííîå ñîñòîÿíèå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

S - 1 ï î ë ó ÷ à ë è ïåðåâàðèâàíèåì ìèîçèíà êðîëèêà
a-õèìîòðèïñèíîì ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Okamoto, Seki-
ne, 1985) ñ ìîäèôèêàöèÿìè. Ê 50 ìã ìèîçèíà (6 ìë ðàñ-
òâîðà ìèîçèíà â 50%-íîì ãëèöåðèíå) äîáàâëÿëè 5 îáúå-
ìîâ õîëîäíîé äåèîíèçîâàííîé âîäû è öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 9000 g â òå÷åíèå 20 ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè
äî êîíöåíòðàöèè áåëêà 10 ìã/ìë â ðàñòâîðå ñëåäóþùåãî
ñîñòàâà: 0.12 M NaCl, 2.0 ìM ÝÄÒÀ�Na2, 10 ìM
Òðèñ-HCl (pH 6.8) è 1 ìM NaN3, ãîìîãåíèçèðîâàëè è íà-
ãðåâàëè äî 25 °C íà âîäÿíîì òåðìîñòàòå. Ãîìîãåíàò ïåðå-
âàðèâàëè a-õèìîòðèïñèíîì ïðè ñîîòíîøåíèè a-õèìîò-
ðèïñèíà è ìèîçèíà ïî âåñó 1 : 300 â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè
25 °C. Ïåðåâàðèâàíèå îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì â áåë-
êîâóþ ñìåñü PMSF (ðåàêòèâ ïðåäâàðèòåëüíî ðàñòâîðÿëè
â 70%-íîì ñïèðòå) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìM. Äî-
áàâëÿëè ðàâíûé îáúåì õîëîäíîãî ðàñòâîðà MgCl2 äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 6 ìM è áûñòðî ïåðåìåøèâàëè.
Ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 15 000 g è ñóïåðíà-
òàíò âûñàëèâàëè íàñûùåííûì ðàñòâîðîì ñóëüôàòà àììî-
íèÿ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 70 %. Âçâåñü öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 10 ìèí ïðè 15 000 g. Îñàäîê, ñîäåðæàùèé S-1,
ðàñòâîðÿëè â 2.5 ìë áóôåðà ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 1 ìÌ
MgCl2, 0.1 ìÌ NaN3 è 20 ìM Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5) è õðîìà-
òîãðàôèðîâàëè íà êîëîíêå, çàïîëíåííîé Sephadex G-25.
Ïîëó÷åííûé òàêèì îáðàçîì ïðåïàðàò S-1 ñîäåðæàë ùå-
ëî÷íûå ëåãêèå öåïè è íå ñîäåðæàë ðåãóëÿòîðíûõ ëåãêèõ
öåïåé.

Ì å ÷ å í è å S - 1 ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û ì ê ð à ñ è ò å -
ë å ì 1 , 5 - I A E D A N S. Ìîäèôèêàöèþ ðåàêòèâíîé ñóëüô-
ãèäðèëüíîé ãðóïïû ìèîçèíîâîé ãîëîâêè (îñòàòîê
CyS-707) ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì 1,5-IAEDANS
îñóùåñòâëÿëè ïî èçâåñòíîìó ìåòîäó (Borejdo, Putnam,
1977). Äëÿ ýòîãî ðàñòâîð S-1 (20 ìêÌ) â áóôåðå, ñîäåðæà-
ùåì 60 ìM KCl, 0.1 ìM DTT è 30 ìM Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5),
ñìåøèâàëè ñ 3-êðàòíûì èçáûòêîì êðàñèòåëÿ è èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 4 °C. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâà-
ëè äîáàâëåíèåì ðàñòâîðà DTT äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1 ìÌ. Íåñâÿçàâøèéñÿ êðàñèòåëü óäàëÿëè äèàëèçîì
ïðîòèâ ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìÌ KCl, 1 ìÌ MgCl2,
0.1 ìÌ DTT è 10 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 6.8). Ìîëÿðíîå îòíî-
øåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà 1,5-IAEDANS, ñâÿçàííîãî
ñ ãîëîâêîé ìèîçèíà, îöåíèâàëè, ïðèíèìàÿ ìîëÿðíûé êî-
ýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ ïðè 337 íì ðàâíûì 6100 M–1ñì–1.

Â û ä å ë å í è å à ê ò è í à (ïî: Spudich, Watt, 1971). Íà-
âåñêó àöåòîíîâîãî ïîðîøêà àêòèíà (2 ã) ñóñïåíäèðîâàëè
â 80 ìë áóôåðà (2 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7.5, 0.2 ìÌ ÀÒÔ,
0.2 ìÌ CaCl2, 0.5 ìÌ DTT è 0.1 ìÌ NaN3) è ïåðåìåøèâà-

764 Â. Â. Ñèðåíêî è äð.



ëè íà ëüäó â òå÷åíèå 30 ìèí. Ýêñòðàêò îòäåëÿëè îò íåðàñ-
òâîðèìîé ôðàêöèè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè 10 000 g. Öèñòåèíîâûå îñòàòêè àêòèíà, îñòàâ-
øèåñÿ â ñóïåðíàòàíòå, âîññòàíàâëèâàëè, äîáàâëÿÿ 1 Ì
ðàñòâîðà DTT äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ. Ãëîáó-
ëÿðíóþ ôîðìó àêòèíà (G-àêòèí) ïîëèìåðèçîâàëè äîáàâ-
ëåíèåì 3 Ì ðàñòâîðà KCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
50 ìÌ. ×åðåç 2 ÷ èíêóáàöèè íà õîëîäå äîáàâëÿëè íàâåñêó
ñóõîãî ïîðîøêà KCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.6 Ì
(äëÿ äèññîöèàöèè òðîïîìèîçèíà îò àêòèíà) è ðàñòâîðÿëè,
ïåðåìåøèâàÿ â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ïîëèìåðèçîâàííûé àêòèí (F-àêòèí) ñîáèðàëè óëüòðàöåí-
òðèôóãèðîâàíèåì ïðè 100 000 g â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè 4 °C.
Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 30 ìë áóôåðà G è ãîìîãåíè-
çèðîâàëè. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð G-àêòèíà âîññòàíàâëèâà-
ëè ðàñòâîðîì DTT è ïîëèìåðèçîâàëè äîáàâëåíèåì 3 Ì
ðàñòâîðà KCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ. Ïîëèìå-
ðèçîâàííûé àêòèí ñîáèðàëè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 100 000 g â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè 4 °C. Îñàäîê ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â 20 ìë áóôåðà G è äèàëèçîâàëè 1 ñóò ñ òðåìÿ
ñìåíàìè áóôåðà G. Îñòàòêè ïîëèìåðèçîâàííîãî F-àêòèíà
óäàëÿëè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 145 000 g â òå-
÷åíèå 1.5 ÷ ïðè 4 °C. Ñîáèðàëè ñóïåðíàòàíò è îïðåäåëÿëè
êîíöåíòðàöèþ àêòèíà ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòî-
äîì. G-àêòèí ïîëèìåðèçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ F-àêòèíà,
äèàëèçóÿ â òå÷åíèå 1 ñóò ïðîòèâ áóôåðà KMg50 ñëåäóþ-
ùåãî ñîñòàâà: 10 ìÌ Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5), 50 ìÌ KCl, 2 ìÌ
DTT, 5 ìÌ MgCl2 è 0.1 ìÌ NaN3.

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ ÑàÐ-40 îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó
Áðýäôîðä (Bradford, 1976) ñ ïîìîùüþ êàëèáðîâî÷íîé
êðèâîé äëÿ áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) â
êà÷åñòâå ñòàíäàðòà. Êîíöåíòðàöèþ àêòèíà, ìèîçèíà è S-1
îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè, èñïîëüçóÿ èõ êîýô-
ôèöèåíòû ïîãëîùåíèÿ À â 1%-íîì ðàñòâîðå ïðè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ äëèíàõ âîëí: À290 = 6.3 äëÿ àêòèíà, À280 = 5.88
äëÿ ìèîçèíà è À280 = 7.5 äëÿ S-1.

Ï î ë ó ÷ å í è å ì û ø å ÷ í û õ â î ë î ê î í. Ïó÷êè ìû-
øå÷íûõ âîëîêîí âûäåëÿëè èç m. ðsoas êðîëèêà è ïåðìåà-
áèëèçèðîâàëè èõ ãëèöåðèíîì (Szent-Gyorgyi, 1949). Ïó-
÷îê ìûøå÷íûõ âîëîêîí äèàìåòðîì îêîëî 2 ìì çàêðåïëÿ-
ëè íà ëèãàòóðàõ-ðàñïÿëêàõ è ïîìåùàëè íà 1 ñóò â
îõëàæäåííûé äî 4 °Ñ ãëèöåðèíèçèðóþùèé ðàñòâîð, ñî-
äåðæàùèé 50 % ãëèöåðèíà, 0.1 Ì KÑl, 1 ìÌ MgCl2 è
67 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7.0). ×åðåç 1 ñóò ïó÷êè
ìûøå÷íûõ âîëîêîí ïåðåíîñèëè â íîâóþ ïîðöèþ ãëèöå-
ðèíèçèðóþùåãî ðàñòâîðà íà 1 ñóò. Â ñëåäóþùåé ïîðöèè
ýòîãî ðàñòâîðà ìàòåðèàë õðàíèëñÿ ïðè –20 °Ñ â òå÷åíèå
3—4 ìåñ. Çà 2 ÷ äî ýêñïåðèìåíòà èç ïó÷êîâ âûäåëÿëè
îäèíî÷íûå âîëîêíà è ïðîìûâàëè èõ îõëàæäåííûì äî
4 °Ñ îòìûâàþùèì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 0.1 Ì KCl,
1 ìÌ ÌgCl2 è 67 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7.0).

Â í å ä ð å í è å S - 1 - I A E D A N S â ï å ð ì å à á è ë è -
ç è ð î â à í í î å ã ë è ö å ð è í î ì î ä è í î ÷ í î å ì û ø å ÷ -
í î å â î ë î ê í î. S-1-IAEDANS ñâÿçûâàëñÿ ñ F-àêòèíîì
ãëèöåðèíèçèðîâàííûõ âîëîêîí ïóòåì ïðîíèêíîâåíèÿ ÷å-
ðåç ïåðìåàáèëèçèðîâàííóþ ñàðêîëåììó ïðè èíêóáàöèè
âîëîêíà â îòìûâàþùåì ðàñòâîðå (10 ìÌ KCl, 3 ìÌ
ÌgCl2 è 6.7 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà, ðÍ 7.0) â òå÷åíèå
20 ÷ ïðè 4 °Ñ. Íåñâÿçàâøèéñÿ áåëîê óäàëÿëè ìíîãîêðàò-
íûì ïðîìûâàíèåì çàôèêñèðîâàííûõ íà ïðåäìåòíîì
ñòåêëå âîëîêîí â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå.

Ï î ë ÿ ð è ç à ö è î í í à ÿ ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Ïîëÿðè-
çîâàííóþ ôëóîðåñöåíöèþ 1,5-IAEDANS âîçáóæäàëè
ïðè 407 � 5 íì è ðåãèñòðèðîâàëè â îáëàñòè 550—650 íì.

Èçìåðåíèÿ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ äâóõêàíàëüíîãî ïî-
ëÿðèçàöèîííîãî ìèêðîôëóîðèìåòðà. Èçìåðåíèÿ ôëóîðåñ-
öèðóþùèõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ïðîèçâîäèëè â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 10 ìÌ KCl, 3 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ DTT, 6.7 ìÌ
ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH 7.0) è 4 ìÌ ÝÃÒÀ, â îòñóòñòâèå
íóêëåîòèäîâ è â ïðèñóòñòâèè 3.0 ìÌ ÀÄÔ èëè 5 ìÌ
ÀÒÔ. Ôèêñèðîâàëè ïîêàçàíèÿ ÷åòûðåõ èíòåíñèâíîñòåé
ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè: ||I||, ||IB, BIB è BI||. Çíà÷êè
ñëåâà îò I îáîçíà÷àþò ïàðàëëåëüíîå (C) è ïåðïåíäèêóëÿð-
íîå (B) íàïðàâëåíèÿ ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà, à
òå æå çíà÷êè ñïðàâà îò I — íàïðàâëåíèå ïîëÿðèçàöèè
ôëóîðåñöåíöèè. Ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè Ð
ïðè îðèåíòàöèè âîëîêíà ïàðàëëåëüíî (Ð||) è ïåðïåíäèêó-
ëÿðíî (PB) ïëîñêîñòè ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà
âûñ÷èòûâàëè íà îñíîâàíèè óðàâíåíèé

Ð|| = (||I|| – ||IB) / (||I|| + ||IB),

PB = (BIB – BI||)/(BIB + BI||).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî ïîëÿðèçàöèè àíàëèçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ìîäåëüçàâèñèìîãî ìåòîäà (Tregear, Mendelson,
1975; Borejdo, Putnam, 1977). Äîïóñêàëè, ÷òî â ìûøå÷íîì
âîëîêíå èìåþòñÿ äâå ïîïóëÿöèè ôëóîðîôîðîâ: ôðàêöèÿ
ôëóîðîôîðîâ, ðàñïîëîæåííûõ ïî ñïèðàëè âäîëü òîíêèõ
àêòèíîâûõ âîëîêîí, óãëû îðèåíòàöèè îñöèëëÿòîðîâ ïî-
ãëîùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ êîòîðûõ îáîçíà÷àþòñÿ ñîîòâåòñò-
âåííî Ôà è ÔÅ, è ôðàêöèÿ õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ
ôëóîðîôîðîâ — N. Ïîñêîëüêó âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ õà-
ðàêòåð èçìåíåíèÿ Ôà áûë àíàëîãè÷åí õàðàêòåðó èçìåíå-
íèÿ ÔÅ, çíà÷åíèÿ Ôà íå ïðèâîäÿòñÿ. Â îòñóòñòâèå íóêëåî-
òèäîâ ìîäåëèðîâàëè ñòàäèþ À�Ì öèêëà ãèäðîëèçà
ÀÒÔ. Èñïîëüçîâàëè íóêëåîòèäû ÀÄÔ è ÀÒÔ äëÿ òîãî,
÷òîáû ìîäåëèðîâàòü ñîîòâåòñòâåííî ñèëüíîñâÿçàííîå
(À�M�ÀÄÔ) è ñëàáîñâÿçàííîå (À�Ì�ÀÄÔ�Ôí) ñîñòîÿ-
íèÿ àêòîìèîçèíà (Cooke, 1997). Â ðàìêàõ îïèñûâàåìîé
ìîäåëè óãîë ÔÅ ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëåì îðèåíòàöèè ôëóî-
ðîôîðîâ 1,5-IAEDANS îòíîñèòåëüíî îñè âîëîêíà, òîãäà
êàê âåëè÷èíà N çàâèñèò îò ïîäâèæíîñòè ó÷àñòêà, ñ êîòî-
ðûì îíè æåñòêî ñâÿçàíû. Ñòàòèñòè÷åñêóþ äîñòîâåðíîñòü
èçìåíåíèé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Èçìåíåíèÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè Ð � 0.05.

Ïðè îïèñàíèè ïîâîðîòîâ ó÷àñòêîâ ìîëåêóëû, ìå÷åí-
íûõ çîíäàìè, íàìè èñïîëüçóþòñÿ âûðàæåíèÿ «ê öåíòðó»
ìûøå÷íîãî âîëîêíà èëè «ê ïåðèôåðèè». Ïðè ýòîì èìååò-
ñÿ â âèäó ñëåäóþùåå: åñëè òîíêóþ íèòü ðàñïîëîæèòü
âäîëü îñè ÎÕ, òî ïðè âðàùåíèè ó÷àñòêà, ñâÿçàííîãî ñ çîí-
äîì, îñü îñöèëëÿòîðà èçëó÷åíèÿ áóäåò ïðîåöèðîâàòüñÿ íà
àçèìóòàëüíóþ îñü, ïåðïåíäèêóëÿðíóþ ýòîé îñè, ò. å. íà
îñü OZ. Ïîýòîìó íàïðàâëåíèå «ê ïåðèôåðèè» ìûøå÷íîãî
âîëîêíà îçíà÷àåò íå íàïðàâëåíèå ê Z-äèñêó ñàðêîìåðà, à
îò îñè âîëîêíà ê ïîâåðõíîñòè öèëèíäðà, êîòîðûì óñëîâ-
íî ìîæíî ïðåäñòàâèòü àêòèíîâóþ íèòü, à íàïðàâëåíèå «ê
öåíòðó» îçíà÷àåò íå íàïðàâëåíèå ê Ì-ëèíèè ñàðêîìåðà, à
îò ïîâåðõíîñòè öèëèíäðà ê îñè òîíêîé íèòè.

Î ï ð å ä å ë å í è å À Ò Ô à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò è. Àêòè-
âèðóåìóþ àêòèíîì S-1-ÀÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿ-
ëè ïðè 25 °Ñ èçìåðåíèåì ñêîðîñòè âûñâîáîæäåíèÿ íåîð-
ãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè â 0.4 ìë
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 12 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 6.0), 2.5 ìÌ
MgCl2, 5 ìÌ KÑl, 0.4 ìÌ CaCl2 è 2 ìÌ DTT. Ðåàêöèþ çà-
ïóñêàëè äîáàâëåíèåì ðàñòâîðà ÀÒÔ â êîíå÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè 2 ìÌ è ÷åðåç 10 ìèí îñòàíàâëèâàëè 9%-íûì ðàñ-
òâîðîì òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòû. Ïîñëå öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 2000 g êîëè÷åñòâî Ôí â

Ìîäóëÿöèÿ êîíôîðìàöèè ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà (S-1) è èíãèáèðîâàíèå S-1-ÀÒÔàçû êàëüïîíèíîì ìèäèè 765



ñóïåðíàòàíòå îïðåäåëÿëè ïî èçâåñòíîìó ìåòîäó (Fiske,
Subbarow, 1925) â ìîäèôèêàöèè, à èìåííî ê 0.7 ìë ñóïåð-
íàòàíòà äîáàâëÿëè 0.78 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû, çàòåì
0.3 ìë ìîëèáäåíîâîé ñìåñè (ñìåñü ðàâíûõ îáúåìîâ 2.5 %
ìîëèáäàòà àììîíèÿ è 5 Í ñåðíîé êèñëîòû) è 0.12 ìë
îñíîâíîãî ðàñòâîðà ýéêîíîãåíà (0.25 % ýéêîíîãåíà, 14 %
Na2S2O5 è 0.5 % Na2SO3). Ïðîáû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ôîòîìåòðèðîâàëè
ïðè äëèíå âîëíû 640 íì.

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñ ë å ä ó þ ù è å ð å à ê ò è â û: a-õè-
ìîòðèïñèí, ÝÄÒÀ�Na2, Òðèñ-HCl, NaN3, PMSF,
1,5-IAEDANS, DTT, ÀÒÔ, AMP-PNP, ÁÑÀ, ÀÄÔ, Se-
phadex G-25 è ýéêîíîãåí ôèðìû Sigma (ÑØÀ); îñòàëü-
íûå ðåàêòèâû ðîññèéñêîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêà-
öèè õ. ÷.

Ðåçóëüòàòû

Âåëè÷èíó àêòèíàêòèâèðóåìîé ÀÒÔàçû S-1 êðîëèêà
èçìåðÿëè â óñëîâèÿõ íåðåãóëèðóåìîé òîíêîé íèòè, êàê
îïèñàíî âûøå. Âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà àêòèâíîñòü ÀÒÔàçû
S-1 âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò åå àêòèâíîñòè, èçìåðåííîé
â îòñóòñòâèå ýòîãî áåëêà. Äëÿ óñëîâèé, ïðè êîòîðûõ ïðî-
èçâîäèëîñü èçìåðåíèå (14 ìêÌ F-àêòèíà è 0.5 ìêÌ S-1 â
èíêóáàöèîííîé ñðåäå), ñêîðîñòü àêòî-S-1-ÀÒÔàçû ñî-
ñòàâëÿëà 5.6 ìêìîëü Ôí çà 1 ÷ íà 1 íìîëü S-1. Ñêîðîñòü
S-1-ÀÒÔàçû (áåç àêòèíà) ñîñòàâëÿëà 0.44 ìêìîëü Ôí çà
1 ÷ íà 1 íìîëü S-1. Ñêîðîñòü íåôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðî-
ëèçà ÀÒÔ ñîñòàâëÿëà ìåíåå 2 %.

Âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà àêòèâíîñòü àêòèíàêòèâèðóåìîé
ÀÒÔàçû S-1 êðîëèêà îïðåäåëÿëè ïðè ðàçíûõ ñîîòíîøå-
íèÿõ ÑàÐ-40 ê àêòèíó — îò 1 : 14 äî 1 : 2. Â ïðèñóòñòâèè
èîíîâ Ca2+ (ñì. ðèñóíîê) ÑàÐ-40 ïîñòåïåííî ñíèæàë àê-
òèâíîñòü ÀÒÔàçû S-1 ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ åãî îòíîøåíèÿ
ê àêòèíó è äîñòèãàë ìàêñèìàëüíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ïðè
ñîîòíîøåíèè 1 : 2. Â ýòîé òî÷êå èíãèáèðîâàíèå äîñòèãà-
ëî 80 %, ò. å. ñîñòàâëÿëî 20 % îò èñõîäíîé àêòèâíîñòè.

Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè ôëóî-
ðåñöåíöèè (PC è PB), îðèåíòàöèè îñåé îñöèëëÿòîðà èçëó-
÷åíèÿ êðàñèòåëÿ IAEDANS, êîâàëåíòíî ñâÿçàííîãî ñ
îñòàòêîì Cys-707 ãîëîâêè ìèîçèíà, ïî îòíîøåíèþ ê îñè
ìûøå÷íîãî âîëîêíà (ÔÅ) è îòíîñèòåëüíûå êîëè÷åñòâà õà-
îòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ îñöèëëÿòîðîâ (N). Êàê ñëåäóåò
èç äàííûõ òàáëèöû, â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäîâ è ÑàÐ-40
çíà÷åíèå PC áîëüøå, ÷åì PB, è óïîðÿäî÷åííî ðàñïîëîæåí-
íûå îñöèëëÿòîðû îáðàçîâûâàëè ñ òîíêîé íèòüþ óãîë,
áëèçêèé ê 43.4°, à âåëè÷èíà N ïðèáëèæàëàñü ê 40 %
(N = 0.377). Ñëåäîâàòåëüíî, îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî
îðèåíòèðîâàííûõ îñöèëëÿòîðîâ â ýòîì ñòðóêòóðíîì ñî-
ñòîÿíèè àêòîìèîçèíà ñîñòàâëÿëî îêîëî 60 %.

Â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ âåëè÷èíà óãëà ÔÅ óìåíüøàëàñü,
ïðè ýòîì îñè äèïîëåé èçëó÷åíèÿ çîíäîâ ïîâîðà÷èâàëèñü
íà 43.1°, à îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî õàîòè÷åñêè ðàñïî-
ëîæåííûõ îñöèëëÿòîðîâ N íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëîñü
(ñì. òàáëèöó). Â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè
ôëóîðåñöåíöèè ïðè îðèåíòàöèè âîëîêíà ïàðàëëåëüíî (PC)
óìåíüøàëàñü, à PB óâåëè÷èâàëàñü. Âåëè÷èíà ÔÅ óâåëè÷è-
âàëàñü îò 43.1 äî 49.5° (íà 15 %), à îòíîñèòåëüíîå êîëè÷å-

766 Â. Â. Ñèðåíêî è äð.

Èíãèáèðîâàíèå êàëüïîíèíîì ìèäèè (ÑàÐ-40) ñêîðîñòè àêòèí-
àêòèâèðóåìîé ÀÒÔàçû S-1 êðîëèêà.

Ãèäðîëèç ÀÒÔ îñóùåñòâëÿëñÿ ïðè 25 °C â ïðèñóòñòâèè 0—7 ìêÌ ÑàÐ-40
â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 14 ìêÌ F-àêòèíà è 0.5 ìêÌ S-1, 12 ìÌ Òðèñ-HCl
(pH 6.0), 2.5 ìÌ MgCl2, 5 ìÌ KÑl, 0.4 ìÌ CaCl2, 2 ìÌ DTT è 2 ìÌ
ÀÒÔ. Èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà àêòèâíîñòü ÀÒÔàçû S-1 âûðà-
æàëè â ïðîöåíòàõ îò åå àêòèâíîñòè, èçìåðåííîé â îòñóòñòâèå ýòîãî áåëêà

è ñîñòàâëÿþùåé 5.6 ìêìîëü Ôí çà 1 ÷ â ðàñ÷åòå íà 1 íìîëü S-1.

Âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà ïîëÿðèçîâàííóþ ôëóîðåñöåíöèþ, îðèåíòàöèþ (ÔÅ)
è çíà÷åíèå N ìå÷åíîãî ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà â ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ

ïðè ìîäåëèðîâàíèè íóêëåîòèäàìè ÀÄÔ è ÀÒÔ ñòàäèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà

Íóêëåîòèäû ÑàÐ-40 PC PB Φ
E

N

–
Êîíòðîëü

–
(n = 7)

0.395 � 0.002 0.045 � 0.003 43.4 � 0.1 0.377 � 0.003

+
(n = 6)

0.373 � 0.003 0.116 � 0.003 44.8 � 0.1 0.439 � 0.004

ÀÄÔ –
(n = 7)

0.400 � 0.002 0.074 � 0.003 43.1 � 0.1 0.422 � 0.005

+
(n = 6)

0.371 � 0.002 0.107 � 0.004 45.2 � 0.1 0.455 � 0.006

ÀÒÔ –
(n = 7)

0.335 � 0.002 0.270 � 0.003 49.5 � 0.1 0.646 � 0.006

+
(n = 6)

0.310 � 0.004 0.262 � 0.005 49.8 � 0.1 0.589 � 0.005

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêà. Ð|| — ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ïðè îðèåíòàöèè âîëîêîí
ïàðàëëåëüíî ïëîñêîñòè ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà. PB — ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ïðè îðèåíòàöèè âîëîêîí ïåð-
ïåíäèêóëÿðíî ïëîñêîñòè ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà. ÔÅ — ïîêàçàòåëü îðèåíòàöèè ôëóîðîôîðà 1,5-IAEDANS îòíîñèòåëüíî
îñè âîëîêíà. N — ïîêàçàòåëü ïîäâèæíîñòè ó÷àñòêà, ñ êîòîðûì æåñòêî ñâÿçàí ôëóîðîôîð.



ñòâî õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ îñöèëëÿòîðîâ N óâåëè-
÷èâàëîñü îò 0.422 äî 0. 646 îòí. åä. (íà 53 %).

Â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäîâ (ñòàäèÿ À�Ì) ÑàÐ-40 óâå-
ëè÷èâàë óãîë íàêëîíà ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè ÔÅ ñ 43.4 äî
44.8 ãðàä. Ïðè ýòîì îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî õàîòè÷å-
ñêè ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôîðîâ N âîçðàñòàëî c 0.377 äî
0.439 îòí. åä. (íà 16 %), PC óìåíüøàëàñü, à PB óâåëè÷èâà-
ëàñü (ñì. òàáëèöó). Â ïðèñóòñòâèè ÑàÐ-40 è ÀÄÔ âåëè÷è-
íà ÔÅ íå óìåíüøàëàñü, êàê ýòî íàáëþäàëîñü â îòñóòñòâèå
ýòîãî áåëêà, à, íàîáîðîò, óâåëè÷èâàëàñü îò 44.8 äî 45.2°, è
îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ
ôëóîðîôîðîâ N óâåëè÷èâàëîñü îò 0.439 äî 0.455 îòí. åä.
Â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ ÑàÐ-40 óâåëè÷èâàë óãîë ÔÅ îò 49.5
äî 49.8°, ïðè ýòîì PC óìåíüøàëàñü, à PB íå ìåíÿëàñü. Çíà-
÷åíèå âåëè÷èíû N â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëî îêîëî
60—65 %, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ñëàáîìó ñâÿçûâàíèþ àê-
òîìèîçèíà — ñîñòîÿíèþ A�M�ÀÄÔ�Ôí.

Îáñóæäåíèå

Èíãèáèðîâàíèå ÀÒÔàçû S-1 áåëêîì ÑàÐ-40 (ñì. ðè-
ñóíîê) äîñòèãàëî 80 % óæå ïðè ñîîòíîøåíèè ñ àêòèíîì
1 : 2. Âûñîêàÿ ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ (80 %) ïî àíàëîãèè
ñ êàëüïîíèíîì ïîçâîíî÷íûõ (Horiuchi, Chacko, 1991) ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ÑàÐ-40, èñïîëüçóåìûé â
íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ, íå áûë ôîñôîðèëèðîâàí.

Ñðàâíèâàÿ ýòè ðåçóëüòàòû ñ òåìè, ÷òî ïîëó÷åíû
ðàíåå äðóãèìè àâòîðàìè â îòíîøåíèè èíãèáèðîâàíèÿ
ÀÒÔàçû ìèîçèíà êàëüïîíèíîì ãëàäêèõ ìûøö â áëèçêèõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî â öå-
ëîì îíè ïîõîæè. Òàê, åñòü äàííûå (Horiuchi, Chacko, 1991)
î òîì, ÷òî èíãèáèðîâàíèå êàëüïîíèíîì ñîñòàâëÿëî îêîëî
90 % ïðè ñîîòíîøåíèè åãî ñ àêòèíîì 1 : 2, à â íàøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ — îêîëî 80 %. Â äðóãîé ðàáîòå (Lu et al.,
1995) ïðè òàêîì æå ñîîòíîøåíèè êàëüïîíèíà ñ àêòèíîì
èíãèáèðîâàíèå ñîñòàâèëî òîëüêî 60 %, íî â êà÷åñòâå èñ-
òî÷íèêà ÀÒÔàçû áûëà âçÿòà èçîôîðìà S-1 (A1), êîòîðàÿ,
êàê èçâåñòíî, ñèëüíåå ñâÿçûâàåòñÿ ñ àêòèíîì (Ëåâèöêèé
è äð., 1991), ÷òî ìîæåò îáúÿñíèòü òàêîå óìåíüøåíèå ñòå-
ïåíè èíãèáèðîâàíèÿ. À â ðàáîòå Ìàðñòîíà (Marston,
1991) èíãèáèðîâàíèå äîñòèãàëî 85 %, à ïîëóìàêñèìàëü-
íîå èíãèáèðîâàíèå ïðèõîäèëîñü íà ñîîòíîøåíèå êàëüïî-
íèíà ñ àêòèíîì, ðàâíîå 0.2 (â íàøåé ðàáîòå 0.14).

Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè âëèÿíèå ÑàÐ-40 íà êîíôîðìà-
öèîííûå èçìåíåíèÿ àêòèíà â òåíåâûõ ìûøå÷íûõ âîëîê-
íàõ ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ÀÒÔàçíîãî
öèêëà (Ñèðåíêî è äð., 2013). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ÷òîáû
îïðåäåëèòü õàðàêòåð âëèÿíèÿ ÑàÐ-40 íà êîíôîðìàöèîí-
íûå èçìåíåíèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè öèê-
ëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ, ìû òàêæå èñïîëüçîâàëè ïîëÿðèçîâàí-
íóþ ôëóîðåñöåíöèþ ãëèöåðèíèçèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ
âîëîêîí, äåêîðèðîâàííûõ S-1-IAEDANS. Èçìåðÿÿ ôëóî-
ðåñöåíöèþ âîëîêíà ïàðàëëåëüíî è ïåðïåíäèêóëÿðíî
ïëîñêîñòè ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà, â ðàáîòå
îöåíèâàëè ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ÐC è PB

ñîîòâåòñòâåííî. Åñëè äèïîëè îñöèëëÿòîðîâ èçëó÷åíèÿ
ðàñïîëàãàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ïàðàëëåëüíî îñè ìû-
øå÷íîãî âîëîêíà, òî ïðè ðàñïîëîæåíèè âîëîêíà ïàðàë-
ëåëüíî ïëîñêîñòè ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà
çíà÷åíèå PC áóäåò âûøå çíà÷åíèÿ PB (Borejdo, Putnam,
1977; Borovikov åt al., 1991).

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ òàáëèöû, â îòñóòñòâèå íóêëåî-
òèäîâ è ÑàÐ-40 PC áîëüøå, ÷åì PB, ñëåäîâàòåëüíî, äèïîëè
èçëó÷åíèÿ êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííîãî ñ ãîëîâêîé ìèîçèíà,

ðàñïîëàãàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî âäîëü ìûøå÷íîãî âî-
ëîêíà. Àíàëèç ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè S-1, ìå-
÷åííîãî 1,5-IAEDANS, óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â îòñóòñòâèå
íóêëåîòèäîâ (ñîñòîÿíèå À�Ì) óïîðÿäî÷åííî ðàñïîëî-
æåííûå îñöèëëÿòîðû îáðàçóþò ñ òîíêîé íèòüþ óãîë,
áëèçêèé ê 40° (Borejdo, Putnam, 1977), ïîõîæåå çíà÷åíèå
áûëî è â íàøåì ñëó÷àå (43.4°). Â ìûøå÷íîì âîëîêíå êðî-
ìå óïîðÿäî÷åííî ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôîðîâ èìåþòñÿ
ìîëåêóëû êðàñèòåëÿ, êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ õàîòè÷åñêè.
Ïîñêîëüêó òàêàÿ îðèåíòàöèÿ ôëóîðîôîðîâ â ìûøå÷íîì
âîëîêíå ïîÿâëÿåòñÿ âñëåäñòâèå êîëåáàòåëüíûõ è âðàùà-
òåëüíûõ äâèæåíèé ñàìîé ãîëîâêè ìèîçèíà, ðàñïîëîæåí-
íîé íà òîíêîé íèòè (Andreev åt al., 1995), ïàðàìåòð N
ìîæíî èñïîëüçîâàòü êàê ïîêàçàòåëü õàðàêòåðà àêòèí-ìèî-
çèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ (Nichei åt al., 1974; Borejdo åt
al., 2002). Íèçêàÿ äîëÿ õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ îñöèë-
ëÿòîðîâ N â ìûøå÷íîì âîëîêíå (40 %) ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ãîëîâêè ìèîçèíîâûõ ìîëåêóë â ñîñòîÿíèè À�Ì
îáëàäàþò âûñîêèì ñðîäñòâîì ê àêòèíó è æåñòêî ñâÿçàíû
ñ F-àêòèíîì.

Â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ âåëè÷èíà ÔÅ óìåíüøàëàñü, ò. å.
îñè äèïîëåé èçëó÷åíèÿ çîíäîâ ïîâîðà÷èâàëèñü ê öåíòðó
ìûøå÷íîãî âîëîêíà. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ÀÄÔ
ê òîíêèì íèòÿì, äåêîðèðîâàííûì S-1 (Fajer et al., 1990),
âîçíèêàåò ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå àêòîìèîçèíà, îáî-
çíà÷àåìîå A�M�ÀÄÔ (Roopnarine, Thomas, 1996). Ïðè
ýòîì çíà÷åíèå N â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ ïðàêòè÷åñêè íå èç-
ìåíÿëîñü, ñëåäîâàòåëüíî, ãîëîâêè ìèîçèíîâûõ ìîëåêóë
æåñòêî ñâÿçàíû ñ F-àêòèíîì è ôîðìèðóþò ñèëüíóþ ôîð-
ìó ñâÿçûâàíèÿ.

Â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ îñè äèïîëåé èçëó÷àþùèõ çîíäîâ
ïîâîðà÷èâàëèñü ê ïåðèôåðèè ìûøå÷íîãî âîëîêíà, à äåç-
îðèåíòàöèÿ äèïîëåé ñóùåñòâåííî âîçðàñòàëà, ò. å. óâåëè-
÷èâàëàñü ìîáèëüíîñòü ãîëîâîê ìèîçèíà íà òîíêèõ íèòÿõ.
Ýòî óêàçûâàåò íà ôîðìèðîâàíèå ñëàáîé ôîðìû ñâÿçûâà-
íèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà ñ àêòèíîì â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ (Bo-
rovikov åt al., 1991). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ
èìååòñÿ ñìåñü ðàçíûõ ñîñòîÿíèé ìèîçèíà, ñðåäè êîòîðûõ
ïðåîáëàäàåò ñîñòîÿíèå A�M�ÀÄÔ�Ôí (Ponomarev et al.,
1995).

Îêàçàëîñü, ÷òî ÑàÐ-40 çàìåòíî èçìåíÿë ïîäâèæíîñòü
è ïðîñòðàíñòâåííîå ðàñïîëîæåíèå çîíäîâ ïðè ìîäåëèðî-
âàíèè ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ S-1 ñ àêòèíîì è ñóùåñò-
âåííî íå âëèÿë íà ñëàáóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ. Òàê, â îò-
ñóòñòâèå íóêëåîòèäîâ (ñòàäèÿ À�Ì) ÑàÐ-40 óâåëè÷èâàë
çíà÷åíèÿ ÔE è N. Ïîõîæèå çíà÷åíèÿ ïîëÿðèçàöèîííûõ
ïàðàìåòðîâ íàáëþäàëè â îòñóòñòâèå ýòîãî áåëêà ïðè ìî-
äåëèðîâàíèè ñëàáîé ôîðìû àêòèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ (ñòàäèÿ A�M�ÀÄÔ�Ôí), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ñäâèãå àêòîìèîçèíîâîé ñâÿçè â ñëàáîñâÿçàííóþ ôîðìó.

Ïîäîáíûé ýôôåêò ïîäàâëåíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ñèëü-
íîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ àêòîìèîçèíà ïîä äåéñòâèåì
ÑàÐ-40 íàáëþäàëè è â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ. Êàê ñëåäóåò èç
äàííûõ òàáëèöû, âåëè÷èíû ÔE è N óâåëè÷èâàëèñü. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ÑàÐ-40 èíãèáèðîâàë ôîðìèðîâàíèå ñèëüíûõ
ôîðì ñâÿçûâàíèÿ (ñòàäèè À�Ì è A�M�ÀÄÔ) ìåæäó S-1
è àêòèíîì, ïåðåâîäÿ èõ â áîëåå ñëàáóþ ôîðìó ñâÿçû-
âàíèÿ. Ïîõîæèå âûâîäû áûëè ñäåëàíû â ðàáîòå, ãäå èñ-
ñëåäîâàëè èíãèáèðîâàíèå êàëüïîíèíîì àêòîìèîçèíîâîé
ATÔàçû (El-Mezgueldi, Marston, 1996).

Â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ áåëîê ÑàÐ-40 íåçíà÷èòåëüíî óâå-
ëè÷èâàë óãîë ÔÅ, à êîëè÷åñòâî õàîòè÷åñêè ðàñïîëî-
æåííûõ ôëóîðîôîðîâ N â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ îñòàâàëîñü
âûñîêèì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñëàáîìó ñâÿçûâàíèþ àêòîìè-
îçèíà — ñîñòîÿíèþ A�M�ÀÄÔ�Ôí. Ñðàâíåíèå ýòèõ ïî-
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ëÿðèçàöèîííûõ õàðàêòåðèñòèê ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè â ýêñïåðèìåíòàõ áåç ÑàÐ-40 óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî ýòîò áåëîê îêàçûâàåò ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå âëèÿ-
íèå íà ôîðìèðîâàíèå ñëàáîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ S-1 ñ àê-
òèíîì. Ïîõîæèå âûâîäû áûëè ñäåëàíû ïðè èññëåäîâàíèè
ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè àêòîìèîçèíîâîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ãëàäêîìûøå÷íûì êàëüïîíèíîì ïîçâî-
íî÷íûõ (El-Mezgueldi, Marston, 1996).

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ÑàÐ-40 ìîäóëèðóåò êîíôîðìàöèîííûå
èçìåíåíèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò â ïðî-
öåññå öèêëè÷åñêîé ðàáîòû ïîïåðå÷íûõ ìîñòèêîâ è ïîä-
òâåðæäàþò ñõîäñòâî êàëüïîíèíà è ÑàÐ-40 â îòíîøåíèè
èíãèáèðîâàíèÿ àêòîìèîçèíîâîé ATÔàçû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-00244a).
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MODULATION OF S-1 CONFORMATION AND INHIBITION OF THE SKELETAL

MUSCLE S-1-ATPASE BY CALPONIN OF THE MUSSEL
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A novel 40 kDa protein has been detected in native thin filaments from catch muscles of the mussel Creno-
mytilus grayanus. In this study, using skeletal muscle actin and S-1, we investigated the effects of the mussel
40-kDa actin-binding protein on the acto�S-1 ATPase activity. On increasing the 40-kDa actin-binding protein
(CaP-40) concentration, the actin-activated ATPase activity decreased, and was inhibited 80 % at a CaP-40 to
actin ratio of 0.5. Polarized fluorimetry technique and glycerinated muscle fibers were used to study effects of
CaP-40 on the orientation and mobility of fluorescent label 1.5-IAEDANS specifically bound to CyS-707 of
myosin subfragment-1 in the absence of nucleotide, and in the presence of MgADP or MgATP. We have conc-
luded that CaP-40 binding to actin affects the strong binding of myosin to actin but has no effect on the weak
binding. Thus, the influence of the CaP-40 on the formation of strong actomyosin binding forms A�M and
A�M�ADP manifests itself by a decrease in the relative content of myosin cross-bridges strongly bound with
actin, which probably results in a decrease in the relative content of «switch on» actin monomers in thin fila-
ments. This suggests that, as calponin CaP-40 selects its target the phase of strong actomyosin binding binding
which preceded by a phase generating power stroke.

K e y w o r d s: calponin-like protein, conformational change of myosin S-1, fluorescence polarization.
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