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Í. À. Ðûñåâ è äð.
Âëèÿíèå ìóòàöèé Arg91Gly è Glu139del â áåòà-òðîïîìèîçèíå...

Â îñíîâå íåêîòîðûõ íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé ìûøå÷íîé òêàíè ÷åëîâåêà ëåæàò ñòðóêòóðíûå èç-
ìåíåíèÿ áåëêîâ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ìûøå÷íîãî âîëîêíà è íàðóøåíèå èõ ôóíêöèè âñëåäñòâèå òî-
÷å÷íûõ ìóòàöèé â ýòèõ áåëêàõ. Îäíèìè èç òàêèõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿþòñÿ êýï-ìèîïàòèÿ è äèñòàëüíûé àðò-
ðîãðèïîç, êîòîðûå ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ìóòàöèÿìè òðîïîìèîçèíà. Òàê, äåëåöèÿ ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû
â ïîçèöèè 139 b-òðîïîìèîçèíà ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ êýï-ìèîïàòèè, à çàìåíà àðãèíèíà â ïîçèöèè 91 íà
ãëèöèí â ýòîì áåëêå — ê äèñòàëüíîìó àðòðîãðèïîçó. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, êàê ìóòàöèè Arg91Gly è
Glu139del íàðóøàþò ñîãëàñîâàííóþ ðàáîòó ñîêðàòèòåëüíîé ñèñòåìû ìûøå÷íîãî âîëîêíà, áûëè ïîëó÷å-
íû ðåêîìáèíàíòíûå ôîðìû b-òðîïîìèîçèíà ÷åëîâåêà (äèêîãî òèïà è ñîäåðæàùèå ìóòàöèè) è âñòðîåíû
â òîíêèå íèòè òåíåâîãî ìûøå÷íîãî âîëîêíà. Ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû 1,5-IAEDANS èëè ÔÈÒÖ-ôàëëîè-
äèí áûëè ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàíû ñîîòâåòñòâåííî ñ Cys707 ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà è òðåìÿ ñîñåäíèìè
ìîíîìåðàìè àêòèíà. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé ìèêðîôëóîðèìåòðèè áûëè ïîëó÷åíû äàííûå
î ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè àêòèíà è ìèîçèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíî-
ãî öèêëà (â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ, ÀÒÔ è â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà) ïðè íèçêîé è âûñîêîé êîíöåíòðàöèÿõ
èîíîâ êàëüöèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî îáå ìóòàöèè âëèÿþò íà êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîéêè àêòèíà è ãîëî-
âîê ìèîçèíà â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ, ÷òî ìîæåò áûòü âûçâàíî àíîìàëüíûì ïîâåäåíèåì òðîïîìèîçèíà â
ïðîöåññå ðåãóëÿöèè. Îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ â ðàáîòå ñîêðàòèòåëüíîé ñèñòåìû ìûøå÷íîãî âîëîêíà
ìîãóò ÿâëÿòüñÿ îäíîé èç ïðè÷èí ïîÿâëåíèÿ ìûøå÷íîé ñëàáîñòè ïðè íàñëåäñòâåííûõ ìèîïàòèÿõ, àññî-
öèèðîâàííûõ ñ ýòèìè ìóòàöèÿìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóòàöèÿ â òðîïîìèîçèíå, íàñëåäñòâåííàÿ ìèîïàòèÿ, àêòèí-ìèîçèíîâîå âçàè-
ìîäåéñòâèå, ðåãóëÿöèÿ ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ, ìûøå÷íîå âîëîêíî, ïîëÿðèçîâàííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÒÔ — àäåíîçèíòðèôîñôîðíàÿ êèñëîòà, ÀÄÔ — àäåíîçèíäèôîñôîð-
íàÿ êèñëîòà, F-àêòèí — ôèáðèëëÿðíûé àêòèí, ÔÈÒÖ — ôëóîðåñöåèí 5-èçîòèîöèàíàò, ÝÃÒÀ — ýòèëåí-
ãëèêîëüòåòðààöåòàò, ÝÄÒÀ — ýòèëåíäèàìèíòåòðààöåòàò, 1,5-IAEDANS — N-éîäîàöåòèë-N’-(5-ñóëüôî-
1-íàôòèëî)ýòèëåíäèàìèí, PMSF — ôåíèëìåòèëñóëüôîíèë ôëóîðèä, S1 — ñóáôðàãìåíò-1 ìèîçèíà.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ìûøå÷íîå ñîêðàùåíèå ïðîèñ-
õîäèò âñëåäñòâèå âçàèìîäåéñòâèÿ àêòèíà è ìèîçèíà, ñî-
ïðîâîæäàåìîãî ãèäðîëèçîì ÀÒÔ. Ðåãóëÿöèÿ ýòîãî âçàè-
ìîäåéñòâèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ òðîïîìèîçèíîì è êàëü-
öèé-÷óâñòâèòåëüíûì áåëêîì òðîïîíèíîì, êîòîðûå
ôîðìèðóþò ñ F-àêòèíîì òîíêóþ íèòü ñàðêîìåðà ìûøå÷-
íîãî âîëîêíà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïðè íèçêîé êîíöåíò-
ðàöèè Ca2+ òðîïîíèí, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ìîíîìåðàìè àê-
òèíà, âûêëþ÷àåò èõ (Borovikov et al., 2009) è ñìåùàåò
òðîïîìèîçèí ê âíåøíåìó äîìåíó àêòèíà â «áëîêèðóþ-
ùóþ» ïîçèöèþ (Lehman et al., 2013). Âûêëþ÷åííûå ìî-
íîìåðû àêòèíà íå ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü ãèäðîëèç ÀÒÔ
â ãîëîâêå ìèîçèíà. Ïðè ýòîì òðîïîìèîçèí çàêðûâàåò îá-
ëàñòè íà àêòèíîâîé íèòè, ñ êîòîðûìè ìèîçèí ñïîñîáåí
îáðàçîâûâàòü êàê ñèëüíûå, òàê è ñëàáûå ôîðìû ñâÿçûâà-
íèÿ (McKillop, Geeves, 1993; Lehman, 2016), à âûêëþ÷åí-
íûå ìîíîìåðû ïîìîãàþò òðîïîìèîçèíó îñóùåñòâëÿòü

áëîêèðóþùóþ ôóíêöèþ (Borovikov et al., 2017). Àêòèâà-
öèÿ ñîêðàùåíèÿ ìûøå÷íîãî âîëîêíà ïðîèñõîäèò ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè èîíîâ Ca2+ â ñàðêîìåðå è èõ
ñâÿçûâàíèè ñ òðîïîíèíîì. Ïðè ýòîì òðîïîíèí âêëþ÷àåò
ìîíîìåðû àêòèíà, êîòîðûå ñòàíîâÿòñÿ ñïîñîáíûìè àêòè-
âèðîâàòü ãèäðîëèç ÀÒÔ â ìèîçèíå, è ñäâèãàåò òðîïîìèî-
çèí ïî íàïðàâëåíèþ ê âíóòðåííåìó äîìåíó àêòèíà â «çà-
êðûòóþ» ïîçèöèþ, ïîçâîëÿÿ ìèîçèíó îáðàçîâûâàòü ñëà-
áûå ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ñ àêòèíîì (Galinska-Rakoczy
et al., 2008; Lehman, 2016). Ãåíåðàöèÿ ñèëû îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ ïîïåðå÷íûìè ìèîçèíîâûìè ìîñòèêàìè è ïðîèñõî-
äèò ïðè ïðàêòè÷åñêè ïîëíîì âêëþ÷åíèè ìîíîìåðîâ àêòè-
íà è ñìåùåíèè òðîïîìèîçèíà äàëüøå ê âíóòðåííåìó äî-
ìåíó àêòèíà â «îòêðûòóþ» ïîçèöèþ (Borovikov et al.,
2009, 2017; Lehman, 2016).

Ïîêàçàíî, ÷òî òî÷å÷íûå ìóòàöèè â ãåíàõ ìûøå÷íûõ
áåëêîâ ìîãóò ïðèâîäèòü ê ñåðüåçíûì ñòðóêòóðíûì è ôóí-
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êöèîíàëüíûì íàðóøåíèÿì â ìûøå÷íîì âîëîêíå è áûòü
ïðè÷èíîé òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé ñåðäå÷íîé è ñêåëåòíîé
ìóñêóëàòóðû ÷åëîâåêà. Òàê, â ãåíàõ òðîïîìèîçèíà èäåí-
òèôèöèðîâàíî óæå áîëåå 50 ìóòàöèé, âûçûâàþùèõ ðàç-
ëè÷íûå íàñëåäñòâåííûå çàáîëåâàíèÿ ìûøå÷íîé òêàíè
(Wallgren-Pettersson et al., 2011; Marttila et al., 2012). Îä-
íèìè èç òàêèõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿþòñÿ êýï-ìèîïàòèÿ è äèñ-
òàëüíûé àðòðîãðèïîç. Ïåðâîå çàáîëåâàíèå ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ äåëåöèåé îñòàòêà ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû â ïîçè-
öèè 139 b-òðîïîìèîçèíà (ãåí TPM2, ìóòàöèÿ Glu139del,
èëè E139X), òîãäà êàê âòîðîå çàáîëåâàíèå ìîæåò áûòü âû-
çâàíî çàìåíîé îñòàòêà àðãèíèíà â ïîçèöèè 91 íà îñòàòîê
ãëèöèíà â ýòîì æå áåëêå (ìóòàöèÿ Arg91Gly, èëè R91G).

Êýï-ìèîïàòèÿ áûëà âïåðâûå îïèñàíà â 1981 ã. (Fidzi-
anska et al., 1981). Ïðè ýòîì çàáîëåâàíèè íàáëþäàåòñÿ íà-
êîïëåíèå øàïî÷êîîáðàçíûõ (êýï) ñòðóêòóð, ñîñòîÿùèõ èç
äåçîðãàíèçîâàííûõ ñîêðàòèòåëüíûõ áåëêîâ è áåëêîâ
Z-ëèíèè, ïîä ñàðêîëåììîé ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Õàðàê-
òåðíûì êëèíè÷åñêèì ïðèçíàêîì ÿâëÿåòñÿ ìåäëåííî ïðî-
ãðåññèðóþùàÿ ìûøå÷íàÿ ñëàáîñòü. Äèñòàëüíûé àðòðîã-
ðèïîç — ýòî âðîæäåííûé ïîðîê ðàçâèòèÿ, õàðàêòåðèçóþ-
ùèéñÿ íåäîðàçâèòèåì ìûøå÷íîé è íåðâíîé òêàíåé ñ
ôîðìèðîâàíèåì ìíîæåñòâåííûõ êîíòðàêòóð è äåôîðìà-
öèåé ñóñòàâîâ. Òåðìèí «àðòðîãðèïîç» âïåðâûå áûë ââå-
äåí Øòåðíîì â 1923 ã. è â ïåðåâîäå ñ ãðå÷åñêîãî îçíà÷àåò
«êðèâûå (èëè êîãòåîáðàçíûå) ñóñòàâû». Ìîëåêóëÿðíûå
ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ýòèõ çàáîëåâàíèé, äî íà-
ñòîÿùåãî âðåìåíè îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Â ñâÿçè ñ
ýòèì èõ äèàãíîñòèêà è ëå÷åíèå çàòðóäíåíû (Marttila et al.,
2012).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå ìóòàöèé
E139X è R91G íà ðåãóëÿöèþ òðîïîíèí-òðîïîìèîçèíî-
âûì êîìïëåêñîì àêòèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â
îäèíî÷íîì ìûøå÷íîì âîëîêíå â ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèÿõ
ÀÒÔàçíîãî öèêëà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé
ìèêðîôëóîðèìåòðèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ð à á î ò å 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: õëîðèä êàëèÿ, MgCl2, õëîðèä íàòðèÿ, CaCl2, ôîñ-
ôîðíîêèñëûé äâóçàìåùåííûé íàòðèé (Na2HPO4·12H2O),
ôîñôîðíîêèñëûé îäíîçàìåùåííûé áåçâîäíûé êàëèé
(KH2PO4), êàðáîíàò (Na2CO3) è ãèäðîêàðáîíàò íàòðèÿ
(NaHCO3), êàðáîíàò êàëèÿ (K2CO3), àçèä íàòðèÿ (NaN3),
ÝÄÒÀ, PMSF, ÝÃÒÀ, ãëèöåðèí, óêñóñíàÿ êèñëîòà, ñîëÿ-
íàÿ êèñëîòà, ôåíîëôòàëåèí, äèòèòðåèòîë, Òðèñ, a-õèìî-
òðèïñèí, ÀÒÔ, ÀÄÔ è ÔÈÒÖ-ôàëëîäèí (Sigma, ÑØÀ),
1,5-IAEDANS (Invitrogen, ÑØÀ).

Ï î ë ó ÷ å í è å ã ë è ö å ð è í è ç è ð î â à í í û õ ì û -
ø å ÷ í û õ â î ë î ê î í. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà îäèíî÷íûõ
ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà ñ ðåêîíñò-
ðóèðîâàííîé ñîêðàòèòåëüíîé è ðåãóëÿòîðíîé ñèñòåìîé.
Ìûøå÷íûå âîëîêíà ïîëó÷àëè èç m. ðsoas êðîëèêà ïî ìå-
òîäó Ñåíò-Äü¸ðäüè (Szent-Gyorgyi, 1949). Ïó÷îê ìûøå÷-
íûõ âîëîêîí äèàìåòðîì îêîëî 2 ìì âûäåëÿëè èç ïîÿñ-
íè÷íîé ìûøöû êðîëèêà è çàêðåïëÿëè ïðè äëèíå ïîêîÿ íà
ðàñïÿëêàõ, à çàòåì ïîìåùàëè íà 1 ñóò â îõëàæäåííûé äî
4 °C ãëèöåðèíèçèðóþùèé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 50 %
ãëèöåðèíà, 100 ìÌ KÑl, 1 ìÌ MgCl2 è ôîñôàòíûé áóôåð
(67 ìÌ, ðÍ 7.0). ×åðåç 1 ñóò ïó÷êè ìûøå÷íûõ âîëîêîí
ïåðåíîñèëè â íîâóþ ïîðöèþ ãëèöåðèíèçèðóþùåãî ðàñ-
òâîðà íà 24 ÷. Â ñëåäóþùåé ïîðöèè ýòîãî ðàñòâîðà ìàòå-
ðèàë õðàíèëè ïðè –20 °C â òå÷åíèå 3—4 ìåñ. Çà 2 ÷ äî ýê-

ñïåðèìåíòà èç ïó÷êîâ âûäåëÿëè îäèíî÷íûå âîëîêíà è ïî-
ìåùàëè èõ â îõëàæäåííûé äî 4 °C îòìûâàþùèé ðàñòâîð,
ñîäåðæàùèé 100 ìÌ KCl, 1 ìÌ ÌgCl2 è ôîñôàòíûé áó-
ôåð (67 ìÌ, ðÍ 7.0).

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ò å í å â û õ ì û ø å ÷ í û õ â î ë î -
ê î í. «Òåíåâûå» ìûøå÷íûå âîëîêíà, ñîñòîÿùèå íà áîëåå
÷åì 80 % èç àêòèíà, ïîëó÷àëè èç îäèíî÷íûõ ãëèöåðèíè-
çèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí êðîëèêà ïóòåì ýêñòðàê-
öèè ìèîçèíà, òðîïîìèîçèíà è òðîïîíèíà. Äëÿ ýòîãî âî-
ëîêíà ïîìåùàëè â ýêñòðàãèðóþùèé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé
800 ìM KCl, 1 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ ÀÒÔ è 67 ìÌ ôîñôàò-
íûé áóôåð (ðÍ 7.0), è èíêóáèðîâàëè ïðè ïîñòîÿííîì ìåä-
ëåííîì ïîìåøèâàíèè â ýòîì ðàñòâîðå â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè
25 °C. Äàëåå òåíåâûå ìûøå÷íûå âîëîêíà çàêðåïëÿëè íà
ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ è ïîìåùàëè â îòìûâàþùèé ðàñòâîð,
ñîäåðæàùèé 100 ìÌ KCl, 1 ìÌ ÌgCl2, 67 ìÌ ôîñôàòíûé
áóôåð (ðÍ 7.0).

Ï î ë ó ÷ å í è å ì è î ç è í à è ñ ó á ô ð à ã ì å í ò à - 1
ì è î ç è í à. Ìèîçèí âûäåëÿëè èç ñêåëåòíûõ ìûøö êðî-
ëèêà ìåòîäîì, ïðåäëîæåííûì Èâàíîâûì è Þðüåâûì
(1961), ñ ìîäèôèêàöèÿìè. Cóáôðàãìåíò-1 ìèîçèíà (S1),
íå ñîäåðæàùèé ðåãóëÿòîðíûõ ëåãêèõ öåïåé, ïîëó÷àëè
îãðàíè÷åííûì ïðîòåîëèçîì ñêåëåòíîãî ìèîçèíà a-õè-
ìîòðèïñèíîì (Okamoto, Sekine, 1985) â áóôåðå, ñîäåðæà-
ùåì 10 ìM Òðèñ-HCl (pH 6.8), 120 ìM NaCl, 2 ìÌ ÝÄÒÀ
è 1 ìÌ NaN3, ïðè âåñîâîì ñîîòíîøåíèè ìèîçèíà è õè-
ìîòðèïñèíà 300 : 1, ïðè 25 °C è ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâà-
íèè â òå÷åíèå 20 ìèí. Ðåàêöèþ ðàñùåïëåíèÿ èíãèáèðîâà-
ëè äîáàâëåíèåì PMSF äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ è
îõëàæäåíèåì íà ëüäó. Çàòåì äîáàâëÿëè ðàñòâîð Mg2+ äî
êîíöåíòðàöèè 3 ìÌ è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 xg â
òå÷åíèå 15 ìèí. Ñóïåðíàòàíò ñìåøèâàëè ñ äâóìÿ îáúåìà-
ìè íàñûùåííîãî ðàñòâîðà ñóëüôàòà àììîíèÿ (äî 70 % íà-
ñûùåíèÿ) è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 xg â òå÷åíèå
15 ìèí. Îñàäîê S1 ðàñòâîðÿëè â 1 ìë áóôåðà, ñîäåðæàùå-
ãî 20 ìM Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5), 1 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ äèòèîò-
ðåèòîëà è 0.1 ìÌ NaN3, à çàòåì äèàëèçîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è ïðîòèâ òîãî æå áóôåðà.

Ï î ë ó ÷ å í è å ð å ê î ì á è í à í ò í î ã î b - ò ð î ï î ì è -
î ç è í à. Ðåêîìáèíàíòíûé b-òðîïîìèîçèí ìóòàíòíûõ
ôîðì ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ñàéòíàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà è ñèñòåìû áàêòåðèàëüíîé ýêñïðåññèè Esche-
richia cOLI BL21(DE3), êàê îïèñàíî ðàíåå (Karpicheva
et al., 2016). Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò ïîäâåðãàëè ñóõîé çà-
ìîðîçêå è õðàíèëè ïðè –70 °C.

Ì î ä è ô è ê à ö è ÿ ì û ø å ÷ í û õ á å ë ê î â ô ë ó î -
ð å ñ ö å í ò í û ì è ç î í ä à ì è. F-àêòèí òåíåâûõ âîëîêîí
îêðàøèâàëè ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèíîì íåïîñðåäñòâåííî â ìû-
øå÷íîì âîëîêíå. Äëÿ ýòîãî ìûøå÷íîå âîëîêíî èíêóáè-
ðîâàëè â îòìûâàþùåì ðàñòâîðå (ñì. âûøå), ñîäåðæàùåì
40 ìêÌ êðàñèòåëÿ, â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 25 °C (Galazkie-
wicz et al., 1987). Ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì äàííûì (Oda
et al., 2005), ïðîèçâîäíûå ôàëëîèäèíà ñâÿçûâàþòñÿ ñ àê-
òèíîì â îáëàñòè êîíòàêòà òðåõ ìîíîìåðîâ àêòèíà. Ìîäè-
ôèêàöèþ íàèáîëåå ðåàêòèâíîé ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïû
ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà SH1 (îñòàòêà Cys707) ôëóîðåñ-
öåíòûì êðàñèòåëåì 1,5-IAEDANS îñóùåñòâëÿëè ïî îïè-
ñàííîìó ìåòîäó (Borejdo, Putnam, 1977). Äëÿ ýòîãî S1 â
áóôåðå, ñîäåðæàùåì 60 ìM KCl, 0.1 ìM äèòèîòðåèòîëà è
30 ìM Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5), ñìåøèâàëè ñ 3-êðàòíûì êîëè-
÷åñòâîì êðàñèòåëÿ â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 4 °C. Ðåàêöèþ îñòà-
íàâëèâàëè èçáûòî÷íûì êîëè÷åñòâîì äèòèîòðåèòîëà. Íå-
ñâÿçàâøèéñÿ êðàñèòåëü óäàëÿëè äèàëèçîì ïðîòèâ ðàñòâî-
ðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìÌ KCl, 1 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ
äèòèòðåèòîëà è 10 ìÌ òðèñ-HCl (pH 6.8). Ïðåïàðàò î÷è-
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ùàëè ñ ïîìîùüþ êîëîíêè ñ íàïîëíèòåëåì Sephadex G-25.
Ñòåïåíü ìîäèôèêàöèè, ðàññ÷èòàííàÿ ñ ïîìîùüþ êîýôôè-
öèåíòà ïîãëîùåíèÿ 6100 M–1 ñì–1 ïðè 336 íì, ñîñòàâèëà
0.90—0.95.

Ò ð î ï î í è í â û ä å ë ÿ ë è èç ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëè-
êà â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäîì, ïðåäëîæåííûì Ïîòòåðîì
(Potter, 1982).

Î ï ð å ä å ë å í è å à ê ò è í à ê ò è â è ð î â à í í î é
À Ò Ô à ç û S 1. Ñêîðîñòü ÀÒÔàçíîé ðåàêöèè îïðåäåëÿëè
â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 1 ìêÌ S1, 7 ìêÌ F-àêòèíà,
3 ìêÌ òðîïîíèíà è 3 ìêÌ òðîïîìèîçèíà äèêîãî òèïà èëè
ìóòàíòíîãî (ìóòàöèè E139X è R91G), â áóôåðå ñëåäóþ-
ùåãî ñîñòàâà: 12 ìÌ òðèñ-HCl (pH 7.9), 2.5 ìÌ MgCl2,
15 ìÌ KÑl, 20 ìÌ NaCl, 0.2 ìÌ äèòèîòðåèòîëà è 2 ìÌ
ÀÒÔ ïðè 25 °C. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â äèàïàçîíå êîíöåí-
òðàöèé Ñà2+ îò 10–9 äî 10–4 Ì. Êîíöåíòðàöèþ ñâîáîäíîãî
Ñà2+ ðàññ÷èòûâàëè â ïðèñóòñòâèè 2 ìÌ ÝÃÒÀ, èñïîëüçóÿ
ïðîãðàììó Maxchelator. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ÷åðåç
10 ìèí, äîáàâëÿÿ òðèõëîðóêñóñíóþ êèñëîòó äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 5 %. Êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøåãîñÿ íåîðãà-
íè÷åñêîãî ôîñôàòà îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Ôèñêå è Ñóáàð-
ðîó (Fiske, Subbarow, 1925). Áûëî ïðîâåäåíî ïî 3 ýêñïå-
ðèìåíòà. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ, âû÷èñëåíèå
çíà÷åíèÿ pCa50 è ïîñòðîåíèå ãðàôèêîâ îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû GraphPad Prism.

Ï î ë ÿ ð è ç à ö è î í í à ÿ ì è ê ð î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ.
Èçìåðåíèå ïàðàìåòðîâ ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè
çîíäîâ, ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì è ìèîçèíîì, ïðîâîäèëè
íà ïîëÿðèçàöèîííîì ìèêðîôëóîðèìåòðå (Borovikov et al.,
2004). Ôëóîðåñöåíöèþ çîíäîâ 1,5-IAEDANS è ÔÈÒÖ-
ôàëëîèäèí âîçáóæäàëè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 407 � 5
è 436 � 5 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñò-
ðèðîâàëè â äèàïàçîíå 500—600 íì. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäè-
ëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ KCl, 1 ìÌ MgCl2,
1 ìÌ NaN3, 6.7 ìÌ Na-, K-ôîñôàòíûé áóôåð (pH 7.0)
è 0.1 ìÌ CaCl2 èëè 2 ìÌ ÝÃÒÀ, â îòñóòñòâèå èëè â ïðè-
ñóòñòâèè 2.5 ìM ÀÄÔ èëè 5 ìÌ ÀÒÔ (Borovikov et al.,
2009).

Äëÿ êàæäîãî âîëîêíà ðåãèñòðèðîâàëè çíà÷åíèÿ ÷åòû-
ðåõ ñîñòàâëÿþùèõ èíòåíñèâíîñòè ïîëÿðèçîâàííîé ôëóî-
ðåñöåíöèè —
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,

C
I
B
,

B
I
B
,

B
I
C
, ãäå èíäåêñû ñëåâà îò I îáî-

çíà÷àþò ïàðàëëåëüíîå (C) è ïåðïåíäèêóëÿðíîå (B) íà-
ïðàâëåíèÿ ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà, à èíäåêñû
ñïðàâà îò I — ïàðàëëåëüíîå è ïåðïåíäèêóëÿðíîå íàïðàâ-

ëåíèÿ ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè çîíäîâ îòíîñèòåëüíî
îñè âîëîêíà. Ìàòåìàòè÷åñêàÿ ìîäåëü, â ñîîòâåòñòâèè ñ
êîòîðîé ïðîèçâîäèëñÿ àíàëèç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ, îñíîâàíà íà ñëåäóþùèõ äîïóùåíèÿõ (Êàóëèí, 1968;
Ðîçàíîâ è äð., 1971; Tregear, Mendelson, 1975; Yanagida,
Oosawa, 1978; Wilson, Mendelson, 1983; Irving, 1996; Bo-
rovikov et al., 2004). Ìûøå÷íîå âîëîêíî ðàññìàòðèâàåòñÿ
êàê öèëèíäðè÷åñêè ñèììåòðè÷íàÿ ñèñòåìà ñ îñüþ ñèì-
ìåòðèè, îðèåíòèðîâàííîé âäîëü âîëîêíà. Â âîëîêíå èìå-
þòñÿ õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûå ôëóîðîôîðû (N) è ôëó-
îðîôîðû, îðèåíòèðîâàííûå ïî ñïèðàëè (1-N). Ôëóîðîôî-
ðû íåïîäâèæíû è íå âçàèìîäåéñòâóþò ìåæäó ñîáîé.
Ýëåìåíòàðíûå àêòû ïîãëîùåíèÿ è èñïóñêàíèÿ ñâåòà îñó-
ùåñòâëÿþòñÿ ëèíåéíûìè, ïîëíîñòüþ àíèçîòðîïíûìè
îñöèëëÿòîðàìè ïîãëîùåíèÿ (A) è èçëó÷åíèÿ (E), êîòîðûå
æåñòêî ñâÿçàíû ñ ìîëåêóëàìè ôëóîðîôîðà. Îñè îñöèëëÿ-
òîðîâ, îðèåíòèðîâàííûõ ôëóîðîôîðîâ ðàñïîëàãàþòñÿ ïî
ñïèðàëè âäîëü îáðàçóþùåé ïîâåðõíîñòè êîíóñà, îñü êî-
òîðîãî ñîâïàäàåò ñ îñüþ F-àêòèíà. Îñöèëëÿòîðû ïîãëî-
ùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ îáðàçóþò ïðè âåðøèíå êîíóñîâ óãëû
ÔÀ è ÔÅ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Óãîë g ìåæäó îñÿìè
îñöèëëÿòîðîâ ïîãëîùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîñòîÿí-
íîé âåëè÷èíîé äëÿ ôëóîðîôîðîâ êàæäîãî äàííîãî çîíäà.
Òîíêàÿ íèòü ÿâëÿåòñÿ ãèáêîé è ìîæåò îòêëîíÿòüñÿ îò îñè
ìûøå÷íîãî âîëîêíà íà óãîë q1/2. Ñîîòíîøåíèÿ ÷åòûðåõ
èíòåíñèâíîñòåé ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè
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ðàññìàòðèâàëè êàê ôóíêöèè óãëîâ ÔA, ÔE,
q1/2 è ÷èñëà õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôîðîâ N
(Kakol et al., 1987). Â ðàìêàõ îïèñûâàåìîé ìîäåëè ÔA è
ÔE ÿâëÿþòñÿ ïîêàçàòåëÿìè îðèåíòàöèè ôëóîðîôîðîâ â
âîëîêíå, q1/2 ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü æåñòêîñòü òîíêîé íèòè
íà èçãèá, òîãäà êàê âåëè÷èíà N ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà
ïîäâèæíîñòè ôëóîðîôîðîâ. Ïîñêîëüêó èçìåíåíèÿ ÔA

áûëè àíàëîãè÷íû èçìåíåíèÿì ÔE, çíà÷åíèÿ óãëà ÔÀ â ðà-
áîòå íå ïðèâîäÿòñÿ. Ñòàòèñòè÷åñêóþ äîñòîâåðíîñòü èçìå-
íåíèé ïàðàìåòðîâ ôëóîðåñöåíöèè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà, ðàâíîãî 0.95.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå ìóòàöèé E139X è
R91G â b-òðîïîìèîçèíå íà ðåãóëÿöèþ òðîïîíèí-òðîïî-
ìèîçèíîâûì êîìïëåêñîì àêòèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìî-

890 Í. À. Ðûñåâ è äð.

Ðèñ. 1. Äèàãðàììû óãëîâûõ êîîðäèíàò òîíêîé íèòè (à) è äèïîëåé ïîãëîùåíèÿ (ÎÀ) è èçëó÷åíèÿ (ÎÅ) ôëóîðîôîðà (á).

à: îñü àêòèíîâîãî ôèëàìåíòà (OW) îòêëîíÿåòñÿ îò äëèííîé îñè ìûøå÷íîãî âîëîêíà (OZ) íà óãîë q1/2; çíàêè B è C îáîçíà÷àþò ïàðàëëåëüíóþ è ïåðïåí-
äèêóëÿðíóþ ñîñòàâëÿþùèå ïîëÿðèçîâàííîãî ñâåòà. á: îñöèëëÿòîðû ïîãëîùåíèÿ (À) è èçëó÷åíèÿ (Å) ðàñïîëîæåíû âäîëü îáðàçóþùåé ïîâåðõíîñòè êî-

íóñîâ, îñè êîòîðûõ ñîâïàäàþò ñ îñüþ OW, è îáðàçóþò ñîîòâåòñòâåííî óãëû ÔÀ è ÔÅ ïðè âåðøèíå êîíóñîâ.



äåéñòâèÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóî-
ðèìåòðèè. Äëÿ ýòîãî â òåíåâûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ, ñî-
äåðæàùèõ ÷èñòûå àêòèíîâûå íèòè, ðåêîíñòðóèðîâàëè
ñîêðàòèòåëüíóþ è ðåãóëÿòîðíóþ ñèñòåìû. Ðåêîíñòðóêöèÿ
îñóùåñòâëÿëàñü ïðè èíêóáàöèè òåíåâûõ ìûøå÷íûõ âîëî-
êîí â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ òðîïîìèîçèí, òðîïîíèí è
S1. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü êîíôîðìàöèîííûå èçìåíå-
íèÿ â S1, ôëóîðåñöåíòíûé çîíä 1.5-IAEDANS áûë ñïåöè-
ôè÷åñêè ñâÿçàí ñ îñòàòêîì Cys707, ðàñïîëîæåííûì â îá-
ëàñòè SH1 ñïèðàëè ìîòîðíîãî äîìåíà S1 (S1-AEDANS).
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè î êîíôîðìàöèîííûõ ïåðå-
ñòðîéêàõ â àêòèíå èñïîëüçîâàëè ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèí (àê-
òèí—ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèí), êîòîðûé ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ òðåìÿ ñîñåäíèìè ìîíîìåðàìè àêòèíà (Oda et al.,
2005).

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2, ìó-
òàöèÿ E139X â òðîïîìèîçèíå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå
âëèÿíèå íà ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå àêòèíà è íà ñâÿçû-
âàíèå ãîëîâêè ìèîçèíà ñ F-àêòèíîì ïðè ìîäåëèðîâà-
íèè ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèé öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ. Òàê,
ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ (ðÑà 4) çíà÷åíèå ÔÅ äëÿ
êîìïëåêñà àêòèí—ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèí, ñâÿçàííîãî ñ ìó-
òàíòíûì òðîïîìèîçèíîì, âûøå íà 0.9° ïî ñðàâíåíèþ ñ
òðîïîìèîçèíîì äèêîãî òèïà (ðèñ. 2, à). Ïðè íèçêîé êîí-
öåíòðàöèè Ñà2+ (ðÑà 8) çíà÷åíèå ÔÅ, íàîáîðîò, íèæå ñîîò-
âåòñòâóþùåãî çíà÷åíèÿ â òåíåâîì âîëîêíå, ñîäåðæàùåì
òðîïîìèîçèí äèêîãî òèïà (ò. å. êîíòðîëüíûé òðîïîìèî-
çèí). Áîëåå âûñîêèå è íèçêèå çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà ÔÅ ñî-
îòâåòñòâåííî ïðè âûñîêîé è íèçêîé êîíöåíòðàöèÿõ Ñà2+

íàáëþäàþòñÿ òàêæå ïðè ìîäåëèðîâàíèè áîëüøèíñòâà ñî-
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ çíà÷åíèé ÔÅ (à) è q1/2 (á) äëÿ êîìïëåêñà àêòèí—ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèí, à òàêæå ÔÅ (â) è N (ã) äëÿ S1-AEDANS â
ïðèñóòñòâèè E139X- è R91G-ìóòàíòíûõ òðîïîìèîçèíîâ îòíîñèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèé â ïðèñóòñòâèè êîíòðîëüíîãî
áåëêà (äèêîãî òèïà) ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ â òåíåâîì ìûøå÷íîì âîëîê-

íå.

ÔE — óãîë ìåæäó äèïîëåì èçëó÷åíèÿ ôëóîðîôîðà è îñüþ òîíêèõ íèòåé, q1/2 — óãîë îòêëîíåíèÿ àêòèíîâîé íèòè, õàðàêòåðèçóþùèé åå ãèáêîñòü, N —
êîëè÷åñòâî õàîòè÷åñêè îðèåíòèðîâàííûõ ôëóîðîôîðîâ, +Ñà2+ è (Ñà2+ — äàííûå ïðè âûñîêîé è íèçêîé êîíöåíòðàöèÿõ èîíîâ êàëüöèÿ ñîîòâåòñòâåí-
íî, ÒÍ — òðîïîíèí, ÒÌ — òðîïîìèîçèí. Âñå èçìåíåíèÿ äîñòîâåðíû (P < 0.05). Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ïîêàçûâàþò ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî

çíà÷åíèÿ.



ñòîÿíèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Òàê, ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñè-
ëüíîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì (â ïðèñóòñò-
âèè S1 è ÀÄÔ) óãîë ÔÅ äëÿ êîìïëåêñà àê-
òèí—ÔÈÒÖ-ôàëëîèäèí âûøå íà 0.4° ïðè ðÑà 4 è íèæå
íà 0.5° ïðè ðÑà 8. Â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ óãîë ÔÅ íèæå èëè
àíàëîãè÷åí çíà÷åíèþ ÔÅ, îáíàðóæåííîìó â ýêñïåðèìåí-
òàõ ñ òðîïîìèîçèíîì äèêîãî òèïà (ðèñ. 2, à).

Óâåëè÷åíèå óãëà ÔÅ äëÿ êîìïëåêñà àêòèí—ÔÈÒÖ-
ôàëëîèäèí ìîæåò áûòü èíòåðïðåòèðîâàíî êàê óâåëè÷å-
íèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ
àêòèíà â òîíêèõ íèòÿõ, òîãäà êàê óìåíüøåíèå ýòîãî óãëà
óêàçûâàåò íà èõ óìåíüøåíèå (Borovikov et al., 2009). Èñ-
õîäÿ èç ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî E139X-ìóòàíò-
íûé òðîïîìèîçèí ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ àêòè-
âèðóåò âêëþ÷åíèå àêòèíîâûõ ìîíîìåðîâ â òîíêîé íèòè
(ò. å. ìîíîìåðîâ, ñïîñîáíûõ àêòèâèðîâàòü îáðàçîâàíèå
ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì), òîãäà êàê
ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ âûçûâàåò èõ âûêëþ÷åíèå.
Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçè-
íà ñ äåëåöèåé E139 òðîïîíèí ñîõðàíÿåò ñïîñîáíîñòü îñó-
ùåñòâëÿòü Ñà2+-çàâèñèìóþ ðåãóëÿöèþ àêòèí-ìèîçèíîâî-
ãî âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèÿ E139X ïðèâîäèò ê
àíîìàëüíî âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè òîíêèõ ôèëàìåí-
òîâ ê Ñà2+ (Marston et al., 2013; Màrttila et al., 2014). Îäíà-
êî ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû âûñîêîé Ñà2+-÷óâñòâèòåëü-
íîñòè äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè.
Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî àíîìàëüíî âû-
ñîêàÿ Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòü, àññîöèèðîâàííàÿ ñ ìóòà-
öèåé E139X, ñêîðåå âñåãî, íå ñâÿçàíà ñ íàðóøåíèåì ñïî-
ñîáíîñòè òðîïîíèíà âûêëþ÷àòü ìîíîìåðû àêòèíà ïðè
íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+, ïîñêîëüêó òðîïîíèí ñîõðàíÿ-
åò ñâîþ ðåãóëÿòîðíóþ ôóíêöèþ — ñïîñîáíîñòü âûêëþ-
÷àòü è âêëþ÷àòü ìîíîìåðû àêòèíà (ðèñ. 2, a).

Â ïðèñóòñòâèè ìóòàöèè R91G â òðîïîìèîçèíå òðîïî-
íèí òàêæå ñîõðàíÿåò ñâîþ ñïîñîáíîñòü ê Ñà2+-çàâèñèìîé

ðåãóëÿöèè. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ
íà ðèñ. 2, a, ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ (â îòñóòñòâèå
S1) çíà÷åíèå ÔÅ äëÿ êîìïëåêñà àêòèí—ÔÈÒÖ-ôàëëîè-
äèí ñòàíîâèòñÿ äàæå íèæå òåõ, êîòîðûå íàáëþäàëè â ïðè-
ñóòñòâèè êîíòðîëüíîãî òðîïîìèîçèíà. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
òðîïîíèí óâåëè÷èâàåò îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî âûêëþ-
÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà, ò. å. ñîõðàíÿåò ñïîñîáíîñòü
âûêëþ÷àòü ìîíîìåðû àêòèíà â òîíêèõ íèòÿõ ïðè íèçêîé
êîíöåíòðàöèè Ñà2+. Ïî-âèäèìîìó, àíîìàëüíî âûñîêàÿ
Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòü, ïîêàçàííàÿ â ïðèñóòñòâèè ìóòà-
öèè R91G òðîïîìèîçèíà (Marston et al., 2013), òàêæå íå
ñâÿçàíà ñ èíãèáèðîâàíèåì ñïîñîáíîñòè òðîïîíèíà âû-
êëþ÷àòü òîíêèå íèòè ìûøå÷íîãî âîëîêíà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìóòàöèè ïî-ðàçíîìó âëèÿþò
íà ñïîñîáíîñòü òðîïîíèíà âêëþ÷àòü ìîíîìåðû àêòèíà â
òîíêèõ íèòÿõ ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ (ðèñ. 2, a).
Òàê, â ïðèñóòñòâèè E139X-ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçèíà ñïî-
ñîáíîñòü òðîïîíèíà âêëþ÷àòü ìîíîìåðû àêòèíà óâåëè÷è-
âàåòñÿ, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè R91G-ìóòàíòíîãî òðîïî-
ìèîçèíà, íàîáîðîò, óìåíüøàåòñÿ. Äåéñòâèòåëüíî, ïðè âû-
ñîêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ çíà÷åíèÿ óãëà ÔÅ â ïðèñóòñòâèè
R91G-ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçèíà íèæå, à â ïðèñóòñòâèè
E139X-ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçèíà — âûøå ïî ñðàâíåíèþ
ñ òðîïîìèîçèíîì äèêîãî òèïà (ðèñ. 2, a). Ñëåäîâàòåëüíî,
â îòñóòñòâèå S1 ìóòàöèÿ E139X óâåëè÷èâàåò îòíîñèòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà, à ìóòà-
öèÿ R91G â àíàëîãè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ
óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî òàêèõ ìîíîìåðîâ.

Â ïðèñóòñòâèè S1 è íóêëåîòèäîâ äëÿ E139X-ìóòàíò-
íîãî òðîïîìèîçèíà ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ìîäåëèðóåìûõ
ñîñòîÿíèÿõ öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷å-
íèå âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà ïðè âûñîêîé êîíöåí-
òðàöèè Ca2+ è óìåíüøåíèå òàêèõ ìîíîìåðîâ ïðè íèçêîé
êîíöåíòðàöèè Ñà2+. Äëÿ ìóòàöèè R91G ïðè íèçêîé êîí-
öåíòðàöèè Ñà2+ â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ òàêæå íàáëþäà-
åòñÿ óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ,
îäíàêî ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ îòíîñèòåëüíîå
êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà ìàëî îòëè÷à-
åòñÿ îò ñîîòâåòñòâóþùåãî êîëè÷åñòâà â ýêñïåðèìåíòàõ ñ
òðîïîìèîçèíîì äèêîãî òèïà (ðèñ. 2, a). Òàêèì îáðàçîì,
ìóòàöèè R91G è E139X òðîïîìèîçèíà ïîçâîëÿþò òðîïî-
íèíó îñóùåñòâëÿòü âêëþ÷åíèå è âûêëþ÷åíèå ìîíîìåðîâ
àêòèíà â òîíêîé íèòè ïðè âûñîêîé è íèçêîé êîíöåíòðà-
öèÿõ Ñà2+ â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ, îäíàêî ìóòàöèÿ E139X
àêòèâèðóåò ýòó ñïîñîáíîñòü, òîãäà êàê ìóòàöèÿ R91G, íà-
îáîðîò, åå èíãèáèðóåò (ðèñ. 2, a).

Îáå ìóòàöèè îêàçûâàþò âëèÿíèå íà ãèáêîñòü F-àêòè-
íà â òîíêîé íèòè. Òàê, â îòñóòñòâèå S1 äåëåöèÿ E139 ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ çíà÷åíèÿ q1/2 íà 0.1° ïðè âûñîêîé
êîíöåíòðàöèè Ca2+ è ê óìåíüøåíèþ ýòîé âåëè÷èíû íà
1.0° ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè (ðèñ. 2, á). Ìóòàöèÿ R91G
âûçûâàåò óâåëè÷åíèå q1/2 íà 1.0 è 0.7° ïðè âûñîêîé è íèç-
êîé êîíöåíòðàöèÿõ Ca2+ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2, á). Óâå-
ëè÷åíèå ýòîãî ïàðàìåòðà îòðàæàåò óâåëè÷åíèå ãèáêîñòè
àêòèíîâîé íèòè (Borovikov et al., 2009). Ñëåäîâàòåëüíî, â
îòñóòñòâèå S1 äåëåöèÿ E139 óâåëè÷èâàåò ãèáêîñòü íèòè
ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ è çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò
åå ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè, òîãäà êàê ìóòàöèÿ R91G
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ãèáêîñòè àêòèíîâîé íèòè êàê ïðè
âûñîêîé, òàê è ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+.

Ïîñêîëüêó óâåëè÷åíèå ãèáêîñòè òîíêîé íèòè ìîæåò
îáëåã÷èòü ñâÿçûâàíèå ãîëîâêè ìèîçèíà ñ àêòèíîì, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ãèáêîñòè, êîòîðîå íàáëþ-
äàåòñÿ ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ äëÿ ìóòàöèè R91G,
ìîæåò îáëåã÷èòü ñâÿçûâàíèå ìèîçèíà ñ àêòèíîì è âû-

892 Í. À. Ðûñåâ è äð.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü îò êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ ÀÒÔàçíîé
àêòèâíîñòè ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà, ñâÿçàííîãî ñ àêòèíîì, â
ïðèñóòñòâèè òðîïîíèíà è òðîïîìèîçèíà äèêîãî òèïà èëè åãî

ìóòàíòíûõ ôîðì (E139X è R91G).

ÀÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Ôèñêå è Ñóáàððîó
(Fiske, Subbarow, 1925). ÒÍ — òðîïîíèí, ÒÌ — òðîïîìèîçèí, TM WT —
òðîïîìèîçèí äèêîãî òèïà. ðCa50 — âåëè÷èíà, ïðè êîòîðîé äîñòèãàåòñÿ
ïîëîâèíà ìàêñèìàëüíîé ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè (êàëüöèåâàÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü). Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ïîêàçûâàþò ñòàíäàðòíóþ îøèáêó

ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ.



çâàòü ïîâûøåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè àêòîìèîçèíà ê Ñà2+.
Ýòîò âûâîä õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàøèìè äàííûìè
î òîì, ÷òî R91G-ìóòàíòíûé òðîïîìèîçèí óâåëè÷èâàåò
Ca2+-÷óâñòâèòåëüíîñòü àêòîìèîçèíà (ðèñ. 3). Èç äàííûõ
ðèñ. 3 ñëåäóåò, ÷òî Ca2+-÷óâñòâèòåëüíîñòü àêòèâèðóþùåé
ñèñòåìû, ñîñòàâëåííîé èç àêòèíà, ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçè-
íà, òðîïîíèíà è R91G-ìóòàíòíîãî b-òðîïîìèîçèíà, çà-
ìåòíî âûøå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñèñòåìû ñ ó÷àñòèåì òðîïî-
ìèîçèíà äèêîãî òèïà. Çíà÷èòåëüíî áîëüøàÿ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê Ca2+ (áîëåå ÷åì íà ïîðÿäîê) áûëà îáíàðóæåíà
äëÿ E139X-ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçèíà (ðèñ. 3), ÷òî ìîæíî
îáúÿñíèòü óìåíüøåíèåì àôôèííîñòè âçàèìîäåéñò-
âèÿ ìåæäó ìóòàíòíûì òðîïîìèîçèíîì è àêòèíîâîé íè-
òüþ. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî, ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòå-
ðàòóðû, âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó E139X-ìóòàíòíûì òðîïî-
ìèîçèíîì è àêòèíîì áûëî íàñòîëüêî ñëàáûì, ÷òî
àâòîðàì íå óäàëîñü èññëåäîâàòü çàâèñèìîñòü äâèæåíèÿ
ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ îò êîí-
öåíòðàöèè êàëüöèÿ â ñèñòåìå èñêóññòâåííîé ïîäâèæ-
íîñòè (Marttila et al., 2012). Ïî-âèäèìîìó, ãëóòàìèíîâàÿ
êèñëîòà â ïîëîæåíèè 139 ÿâëÿåòñÿ âàæíîé äëÿ ñâÿçûâà-
íèÿ òðîïîìèîçèíà ñ àêòèíîì. Äåéñòâèòåëüíî, áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ýòà àìèíîêèñëîòà, íàõîäÿñü â ïîëîæåíèè f ãåï-
òîïåïòèäíîãî ïîâòîðà, îáðàçóåò ñâÿçü ñ àêòèíîì (Brown
et al., 2005). Â òî æå âðåìÿ äåëåöèÿ E139 ëèøü íåçíà÷è-
òåëüíî íàðóøàåò ñêðó÷åííóþ ñïèðàëü äèìåðà òðîïîìèî-
çèíà íà ó÷àñòêå ìåæäó àìèíîêèñëîòàìè 138—154 (Lehto-
kari et al., 2007), ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî íàðóøåíèå
ñòðóêòóðû ñóïåðñïèðàëè íå ÿâëÿåòñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé
ïàòîëîãèè.

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 2, ìóòàöèÿ R91G âûçûâà-
åò óìåíüøåíèå ãèáêîñòè àêòèíà â òîíêîé íèòè ïðè âûñî-
êîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ ïðè ìîäåëèðîâàíèè âñåõ ôîðì
ñâÿçûâàíèÿ S1 ñ àêòèíîì. Ïðè íèçêîé æå êîíöåíòðàöèè
Ca2+ ýòà ìóòàöèÿ âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ãèáêîñòè F-àêòèíà
ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ è óìåíü-
øåíèå ãèáêîñòè F-àêòèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñëàáûõ
ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì (ðèñ. 2, á). Â ïðîòè-
âîïîëîæíîñòü ýòîìó ìóòàöèÿ E139X óìåíüøàåò æåñò-
êîñòü òîíêîé íèòè ïî÷òè âî âñåõ ôîðìàõ ñâÿçûâàíèÿ êàê
ïðè âûñîêîé, òàê è ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+, çà èñê-
ëþ÷åíèåì ñèëüíîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ â îòñóòñòâèå íóê-
ëåîòèäîâ ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+. Â ñëó÷àå ìóòà-
öèè E139X òàêæå îáíàðóæåíî óâåëè÷åíèå Ñà2+-÷óâñòâè-
òåëüíîñòè (Robinson et al., 2007; Marttila et al., 2012;
Marston et al., 2013), îäíàêî êîððåëÿöèè ìåæäó óâåëè÷å-
íèåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê Ñà2+ è óâåëè÷åíèåì ãèáêîñòè
àêòèíà íå îáíàðóæåíî (ðèñ. 2, á).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ïåðåõîäå ìûøå÷íîãî
âîëîêíà èç ðàññëàáëåííîãî ñîñòîÿíèÿ â ðèãîð óâåëè÷åíèå
îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àê-
òèíà â òîíêèõ íèòÿõ ñîïðîâîæäàåòñÿ ñìåùåíèåì òðîïî-
ìèîçèíà ê âíóòðåííåìó àêòèíîâîìó äîìåíó è óâåëè÷åíè-
åì îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà, êîòîðûå
îáðàçóþò ñ àêòèíîì ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ, ñóùåñò-
âåííóþ äëÿ ãåíåðàöèè ñèëû (Borovikov et al., 2009). Ýòà
çàêîíîìåðíîñòü íàáëþäàåòñÿ òàêæå â ïðèñóòñòâèè òðîïî-
ìèîçèíà è òðîïîíèíà äèêîãî òèïà (Borovikov et al., 2009).
Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2, â, óêàçûâàþò íà òî,
÷òî ìóòàöèè R91G è E139X òðîïîìèîçèíà ìîãóò íàðó-
øàòü ýòó çàêîíîìåðíîñòü. Îêàçàëîñü, ÷òî óâåëè÷åíèå îò-
íîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà
äëÿ ýòèõ ìóòàöèé íå âñåãäà ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì
îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿ-
çàííûõ ñ àêòèíîì. Òàê, äåëåöèÿ ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû â

ïîçèöèè 139 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ çíà÷åíèÿ ÔÅ äëÿ
S1-IAEDANS ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ è ê óìåíü-
øåíèþ ýòîé âåëè÷èíû ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+

(ðèñ. 2, â) ïðè ìîäåëèðîâàíèè áîëüøèíñòâà ñîñòîÿíèé
ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Óâåëè÷åíèå ýòîãî ïàðàìåòðà èíòåð-
ïðåòèðóåòñÿ êàê óìåíüøåíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà
ãîëîâîê ìèîçèíà, îáðàçóþùèõ ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâà-
íèÿ ñ àêòèíîì (Borovikov et al., 2009). Òàêèì îáðàçîì, íà-
áëþäàåòñÿ ñíèæåíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà S1 â
ñèëüíîé ôîðìå ñâÿçûâàíèÿ ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
Ca2+ ïðè îäíîâðåìåííîì óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà âêëþ-
÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà. Ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè
Ñà2+ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà S1 â ñèëüíîé
ôîðìå ñâÿçûâàíèÿ ñ àêòèíîì è óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà
âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà (ðèñ. 2, a, â). Ñëåäîâà-
òåëüíî, ýòà ìóòàöèÿ òðîïîìèîçèíà ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðó-
øåíèåì êîððåëÿöèè ìåæäó âêëþ÷åíèåì ìîíîìåðîâ àêòè-
íà è îáðàçîâàíèåì ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ
àêòèíîì, êîòîðàÿ õàðàêòåðíà äëÿ òðîïîìèîçèíà äèêîãî
òèïà. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè àêòèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ E139X-ìóòàíòíûì òðîïîìèîçèíîì. Íåñìîòðÿ íà ñî-
õðàíåíèå ñïîñîáíîñòè òðîïîíèíà âêëþ÷àòü è âûêëþ÷àòü
ìîíîìåðû àêòèíà â òîíêîé íèòè, òðîïîìèîçèí óòðà÷èâàåò
ñïîñîáíîñòü ïðåäîòâðàùàòü îáðàçîâàíèå ñèëüíîé ôîðìû
ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè
Ñà2+, à ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ îñëàáëÿåò ñïî-
ñîáíîñòü òðîïîíèíà àêòèâèðîâàòü îáðàçîâàíèå ñèëüíîé
ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì (ðèñ. 2, à, á). Ïîÿâ-
ëåíèå ñèëüíî ñâÿçàííûõ ãîëîâîê ìèîçèíà ïðè íèçêîé
êîíöåíòðàöèè Ñà2+ óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ìóòàöèÿ E139X
òðîïîìèîçèíà âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè
àêòîìèîçèíà ê Ñà2+. Ýòîò âûâîä ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè,
ïðåäñòàâëåííûìè íà ðèñ. 3, ãäå ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèÿ
E139X çàìåòíî óâåëè÷èâàåò Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòü àêòî-
ìèîçèíà.

Íàäî îòìåòèòü, ÷òî ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+

ýòà ìóòàöèÿ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ âåëè÷èíû N (ðèñ. 2,
ã), ÷òî èíòåðïðåòèðóåòñÿ êàê óâåëè÷åíèå ïîäâèæíîñòè
ãîëîâîê ìèîçèíà. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíè-
åì ñðîäñòâà ìèîçèíà ê àêòèíó (Borovikov et al., 2009).
Ïðè íèçêîé æå êîíöåíòðàöèè Ca2+ äåëåöèÿ óâåëè÷èâàåò
ïîäâèæíîñòü S1 â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäà è óìåíüøàåò åå
â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ. Â ïàðàëëåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ îò-
íîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà
óâåëè÷èâàåòñÿ è óìåíüøàåòñÿ ïðè âûñîêîé è íèçêîé êîí-
öåíòðàöèÿõ Ñà2+ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2, a). Ñëåäîâàòåëü-
íî, è â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ íàáëþäàåòñÿ íàðóøåíèå ñî-
ãëàñîâàííûõ ïåðåñòðîåê àêòèíà è ìèîçèíà.

Ìóòàöèÿ R91G ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ca2+ óâå-
ëè÷èâàåò îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà,
îáðàçóþùèõ ñèëüíûå ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ â îòñóòñòâèå
íóêëåîòèäà è â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ è óìåíüøàåò èõ êîëè-
÷åñòâî â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ (ðèñ. 2, ã). Ïðè íèçêîé êîí-
öåíòðàöèè Ca2+ ýòà ìóòàöèÿ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ÷èñ-
ëà ãîëîâîê ìèîçèíà, æåñòêî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì ïðè ìî-
äåëèðîâàíèè ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ, è ê óìåíüøåíèþ
èõ êîëè÷åñòâà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñëàáîé ôîðìû ñâÿçû-
âàíèÿ (â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ). Äàííûå èçìåíåíèÿ ñîãëàñó-
þòñÿ ñ êàðòèíîé èçìåíåíèé â ïîâåäåíèè àêòèíà â òîíêîé
íèòè. Óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà âêëþ÷åí-
íûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà êîððåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì îòíî-
ñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ìîëåêóë ãîëîâîê ìèîçèíà, îáðà-
çóþùèõ ñ àêòèíîì ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ. Ñëåäî-
âàòåëüíî, ìóòàöèÿ R91G íå íàðóøàåò ñîãëàñîâàííîñòè
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ìåæäó èçìåíåíèÿìè êîíôîðìàöèè àêòèíà è ìèîçèíà. Ïðè
íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ ïðè ìîäåëèðîâàíèè áîëüøèí-
ñòâà ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà óâåëè÷èâàåòñÿ îòíîñè-
òåëüíîå êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà è ãî-
ëîâîê ìèîçèíà, êîòîðûå îáðàçóþò ñ àêòèíîì ñèëüíóþ
ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ, ñóùåñòâåííóþ äëÿ ãåíåðàöèè ñèëû.
Ýòî ìîæåò ïðèâåñòè ê óñèëåíèþ ñîêðàòèòåëüíîé ôóíê-
öèè ìûøå÷íîé òêàíè, êîòîðàÿ òèïè÷íà äëÿ äèñòàëüíîãî
àðòðîãðèïîçà, ñâÿçàííîãî ñ ìóòàöèåé R91G (Marttila et al.,
2012).

Èçâåñòíî, ÷òî êëèíè÷åñêèå ñèìïòîìû, îïèñàííûå ó
ïàöèåíòîâ ñ ìóòàöèÿìè R91G è E139X, íåñêîëüêî îòëè÷à-
þòñÿ äðóã îò äðóãà. Òàê, ìóòàöèÿ R91G âûçûâàåò êîíò-
ðàêòóðó ìûøå÷íîé òêàíè (Sung et al., 2003), òîãäà êàê òà-
êèõ àíîìàëüíûõ èçìåíåíèé ìûøå÷íîé òêàíè â ïðèñóòñò-
âèè E139X-ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçèíà îáíàðóæåíî íå
áûëî (Marttila et al., 2012). Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ýòè ìóòàöèè òàêæå
äåìîíñòðèðóþò íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ. Â ñëó÷àå ìóòàöèè
E139X ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ ìîäåëèðîâàíèå ðàç-
ëè÷íûõ ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà ïðèâîäèò ê óâåëè-
÷åíèþ îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà,
ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì. Ïîÿâëåíèå ðèãîðíûõ ìèî-
çèíîâûõ ìîñòèêîâ îáíàðóæåíî äàæå ïðè ìîäåëèðîâàíèè
ðàññëàáëåíèÿ ìûøå÷íîãî âîëîêíà (ðèñ. 2, â). Ïîíÿò-
íî, ÷òî ïîÿâëåíèå òàêèõ ìîñòèêîâ ïðè ðàññëàáëåíèè âî-
ëîêíà, à òàêæå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ãî-
ëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì â öèêëå ãèä-
ðîëèçà ÀÒÔ, ìîãóò íå òîëüêî ïðèâåñòè ê îñëàáëåíèþ
ñîêðàòèòåëüíîé ôóíêöèè, íî è âûçâàòü ðàçðûâû ìûøå÷-
íîé òêàíè. Âîçìîæíî, ïîÿâëåíèå òàêèõ ìèîçèíîâûõ ìîñ-
òèêîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí îáðàçîâàíèÿ êýï-ñòðóê-
òóð, êîòîðûå òèïè÷íû äëÿ ìèîïàòèè, ñâÿçàííîé ñ ìó-
òàöèåé E139X òðîïîìèîçèíà (Marttila et al., 2012).
Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó â ïðèñóòñòâèè R91G-ìóòàíò-
íîãî òðîïîìèîçèíà íå áûëî îáíàðóæåíî çàìåòíîãî ïîÿâ-
ëåíèÿ ðèãîðíûõ ìèîçèíîâûõ ìîñòèêîâ ïðè ìîäåëèðîâà-
íèè ðàññëàáëåíèÿ ìûøå÷íîãî âîëîêíà (ðèñ. 2, â), îäíàêî
è ýòà ìóòàöèÿ âûçûâàåò óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî êî-
ëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì,
÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê îñëàáëåíèþ ñîêðàòèòåëüíîé ôóíê-
öèè ìûøå÷íîé òêàíè, ñîäåðæàùåé R91G-ìóòàíòíûé òðî-
ïîìèîçèí.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îñíîâíàÿ ïðè÷èíà äèñôóíêöèè ìû-
øå÷íîé òêàíè, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ ìóòàöèÿìè òðîïîìèîçè-
íà â ïîçèöèÿõ 91 è 139 àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè, çàêëþ÷àåòñÿ â ïîâûøåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè òîí-
êèõ íèòåé ê èîíàì êàëüöèÿ, ÷òî âïåðâûå áûëî ïîêàçàíî in
vitro motility assay (Robinson et al., 2007; Marttila et al.,
2012; Marston et al., 2013). Íàøè äàííûå íå ïðîòèâîðå÷àò
òàêèì ïðåäñòàâëåíèÿì. Äåéñòâèòåëüíî, äàííûå, ïðåä-
ñòàâëåííûå íà ðèñ. 2 è 3, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè
íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ ïîïåðå÷íûå ìîñòèêè ñïîñîáíû
îáðàçîâûâàòü ñ àêòèíîì ñèëüíóþ ôîðìó ñâÿçûâàíèÿ, ñó-
ùåñòâåííóþ äëÿ ãåíåðàöèè ñèëû.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îòñóòñòâèå òðîïîíèíà ìó-
òàöèè E139X è R91G âûçûâàþò ñìåùåíèå òðîïîìèîçèíà
ê âíóòðåííåìó äîìåíó àêòèíà, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ñîîò-
âåòñòâåííî óìåíüøåíèåì è óâåëè÷åíèåì îòíîñèòåëü-
íîãî êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àê-
òèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ. Â ïàðàëëåëüíûõ èññëåäî-
âàíèÿõ ìóòàöèè E139X è R91G âûçûâàþò ñîîòâåòñòâåííî
óâåëè÷åíèå è óìåíüøåíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà
âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà (Borovikov et al., 2015),
ò. å. â îòñóòñòâèå òðîïîíèíà äàííûå î âëèÿíèè ìóòàöèé

íà êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîéêè àêòîìèîçèíà áëèçêè ê
òåì, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû â íàñòîÿùåé ðàáîòå â ïðè-
ñóòñòâèè òðîïîíèíà ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+

(ðèñ. 2, a, â). Ïîñêîëüêó òðîïîíèí ñîõðàíÿåò ñïîñîáíîñòü
îñóùåñòâëÿòü Ñà2+-çàâèñèìóþ ðåãóëÿöèþ àêòèí-ìèîçè-
íîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â ïðèñóòñòâèè ýòèõ ìóòàíòíûõ
òðîïîìèîçèíîâ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èìåííî ìó-
òàöèè òðîïîìèîçèíà âûçûâàþò òàêèå èçìåíåíèÿ â êîí-
ôîðìàöèè ýòîãî áåëêà, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê èçìåíåííî-
ìó îòâåòó àêòèíà è ãîëîâîê ìèîçèíà â ÀÒÔàçíîì öèêëå,
òîãäà êàê òðîïîíèí ñîõðàíÿåò ñâîè ðåãóëÿòîðíûå ôóíê-
öèè.

Òàêèì îáðàçîì, îäíîé èç ïðè÷èí íàðóøåíèÿ ñîêðàòè-
òåëüíîé ôóíêöèè, îïèñàííîé â ëèòåðàòóðå äëÿ ìûøå÷íîé
òêàíè, ñîäåðæàùåé E139X- è R91G-ìóòàíòíûå ôîðìû
òðîïîìèîçèíà (Muthuchamy et al., 1999; Sung et al., 2003;
Kremneva et al., 2004; Ochala et al., 2008; Marston et al.,
2013), ÿâëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, àíîìàëüíîå ïîâåäåíèå ìó-
òàíòíûõ ôîðì òðîïîìèîçèíà â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ è
íàðóøåíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-34-00865; èçó÷åíèå êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåñòðî-
åê àêòèíà è S1 â ïðèñóòñòâèè òðîïîíèíà è ìóòàíòíûõ
ôîðì òðîïîìèîçèíà) è Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà
(ïðîåêò 17-14-01224; ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíîãî òðî-
ïîìèîçèíà äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ôîðì, ìîäåëüðîâà-
íèå ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà, à òàêæå
îïðåäåëåíèå ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ èññëåäóåìûõ
áåëêîâ).
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The structural changes in proteins of the contractile apparatus of muscle fibre and the violation of their fun-
ction due to the point mutations in these proteins can be a cause of many hereditary diseases of the human mus-
cular tissue. One of such diseases are cap-myopathy and distal arthrogryposis, which may be associated with
tropomyosin mutations. The deletion of glutamic acid residue at position 139 of b-tropomyosin leads to the de-
velopment of cap-myopathy, and the replacement of arginine at position 91 with glycine in this protein is linked
to distal arthrogryposis. In order to understand how the Arg91Gly è Glu139del mutations disrupt the coordina-
ted work of the contractile system of muscle fibres, recombinant b-tropomyosins of the wild type and mutant
were overexpressed and were incorporated into the thin filaments of ghost muscle fibre. The fluorescent probes
of 1,5-IAEDANS or FITC-phalloidin were specifically linked to the Cys707 of the myosin subfragment-1 and
the three neighboring actin monomers, respectively. The polarized fluorescence technique was used to study the
spatial arrangements of actin and the myosin at modelling of different stages of the ATPase cycle (in the pre-
sence of ADP, ATP and in the absence of a nucleotide) at low and high concentration of calcium ions. Both mu-
tations were shown to change the conformational rearrangements of actin and myosin in the ATP hydrolysis
cycle that can be caused by the abnormal behavior of the mutant tropomyosins during regulation. The altered
work of the contractile system can be one of the causes of muscle weakness in congenital myopathies associa-
ted with these mutations.

K e y w o r d s: mutation in tropomyosin, hereditary myopathy, actin-myosin interaction, regulation of mus-
cle contraction, muscle fibre, polarized fluorescence.
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