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Í. À. Ðûñåâ è äð.
Âëèÿíèå çàìåíû Gly126Arg â àëüôà-òðîïîìèîçèíå íà âçàèìîäåéñòâèå ìèîçèíà ñ àêòèíîì...

Èçâåñòíî, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ òðîïîìèîçèíîì è êàëüöèé-÷óâñò-
âèòåëüíûì áåëêîì òðîïîíèíîì, êîòîðûå ôîðìèðóþò ñ Ô-àêòèíîì òîíêóþ íèòü ìûøå÷íîãî âîëîêíà.
Íåêàíîíè÷åñêèé îñòàòîê ãëèöèíà â ïîçèöèè 126 öåíòðàëüíîé ÷àñòè ñêåëåòíîãî àëüôà-òðîïîìèîçèíà äå-
ñòàáèëèçèðóåò ñòðóêòóðó ýòîãî áåëêà. Çàìåíà îñòàòêà ãëèöèíà íà îñòàòîê àðãèíèíà ñòàáèëèçèðóåò öåíò-
ðàëüíóþ îáëàñòü òðîïîìèîçèíà, ñìåùàåò òðîïîìèîçèí â îòêðûòóþ ïîçèöèþ è àêòèâèðóåò âêëþ÷åíèå
ìîíîìåðîâ àêòèíà â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ. ×òîáû èññëåäîâàòü, êàê çàìåíà Gly126Arg âëèÿåò íà âçàèìî-
äåéñòâèå ãîëîâêè ìèîçèíà ñ Ô-àêòèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ, ñóáôðàãìåíò-1 ìèîçèíà (S1) ìîäèôè-
öèðîâàëè ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì 1,5-IAEDANS è ââîäèëè AEDANS-S1 â òåíåâîå ìûøå÷íîå âîëîêíî.
Ìíîãîñòàäèéíûå èçìåíåíèÿ ïîäâèæíîñòè è ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ãîëîâêè ìèîçèíà ïðè ìîäå-
ëèðîâàíèè ðàçíûõ ñòàäèé öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ïîëÿðèçàöèîííîé ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ðåãóëèðóåìûõ òîíêèõ íèòÿõ òåíåâîãî ìûøå÷íîãî âîëîêíà ïðè âû-
ñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ Ca2+ çàìåíà Gly126Arg çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà,
ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ Ô-àêòèíîì, ïðè èìèòàöèè ñèëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì, íî óìåíüøàåò
êîëè÷åñòâî òàêèõ ãîëîâîê ïðè èìèòàöèè ñëàáîãî ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà. Òàêèå èçìåíåíèÿ â ïîâåäåíèè ìè-
îçèíà â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ óêàçûâàþò íà óâåëè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè ðàáîòû ìèîçèíîâûõ ïîïåðå÷-
íûõ ìîñòèêîâ. Ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííîãî ñ àê-
òèíîì, áûëî îáíàðóæåíî òàêæå ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ Ñà2+. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè
÷óâñòâèòåëüíîñòè òîíêîé íèòè ê èîíàì Ñà2+, èíèöèèðîâàííîì çàìåíîé Gly126Arg. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýôôåêòû ñòàáèëèçàöèè öåíòðàëüíîé ÷àñòè òðîïîìèîçèíà çàìåíîé
Gly126Arg ðåàëèçóþòñÿ ÷åðåç àíîìàëüíîå ïîâåäåíèå òðîïîìèîçèíà è òðîïîíèíà, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìå-
íåíèþ õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì è òðîïîìèîçèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèíîêèñëîòíàÿ çàìåíà â òðîïîìèîçèíå, àêòèí-ìèîçèíîâîå âçàèìîäåéñòâèå,
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, ATPgS — àäåíîçèí-5R-[g-òèî]-òðèôîñôîðíàÿ êèñëîòà, Ô-àêòèí — ôèáðèëëÿðíûé àêòèí,
1,5-IAEDANS — N-èîäîàöåòèë-NR-(5-ñóëüôî-1-íàôòèëî)ýòèëåíäèàìèí, S1 — ñóáôðàãìåíò-1 ìèîçèíà.

Ìûøå÷íîå ñîêðàùåíèå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì öèêëè-
÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà, âûñòóïàþùèõ
èç òîëñòûõ íèòåé, ñ àêòèíîì òîíêèõ íèòåé è ÀÒÔ è îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ â ïðîöåññå ñêîëüæåíèÿ òîíêèõ è òîëñòûõ íè-
òåé äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà (Gordon et al., 2000). Èìååò-
ñÿ äîñòàòî÷íî îñíîâàíèé ñ÷èòàòü, ÷òî òîíêàÿ íèòü, ñîñòî-
ÿùàÿ èç Ô-àêòèíà è ðàñïîëîæåííîãî âäîëü íåãî
òðîïîíèí-òðîïîìèîçèíîâîãî êîìïëåêñà, ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé êîîïåðàòèâíî-àëëîñòåðè÷åñêóþ ñèñòåìó. Òðîïîìèî-
çèí, òðîïîíèí è àêòèí îñóùåñòâëÿþò ðåãóëÿöèþ àê-
òèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â îòâåò íà èçìåíåíèå
êîíöåíòðàöèè Ca2+ (Gordon et al., 2000; Hitchcock-Degre-
gori, 2008). Ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+ ñóáäîìåí-I
òðîïîíèíà ñâÿçàí ñ àêòèíîì è òðîïîìèîçèíîì, òðîïîìèî-

çèí ñìåùåí ê âíåøíåìó äîìåíó àêòèíà, ìîíîìåðû àêòèíà
âûêëþ÷åíû (ò. å. èíãèáèðîâàíà ñïîñîáíîñòü òîíêîé íèòè
àêòèâèðîâàòü ãèäðîëèç ÀÒÔ ìèîçèíîì) (McKillop, Gee-
ves, 1993; Lehman et al., 1994; Borovikov et al., 2009; Cha-
lovich, 2012). Ýòî òàê íàçûâàåìîå âûêëþ÷åííîå ñîñòîÿ-
íèå òîíêîé íèòè (Lehman et al., 2013; Lehman, 2017), â êî-
òîðîì òðîïîìèîçèí è àêòèí ïðåïÿòñòâóþò ñèëüíîìó
ñâÿçûâàíèþ ìèîçèíîâûõ ïîïåðå÷íûõ ìîñòèêîâ ñ àêòè-
íîì (Borovikov et al., 2009; Lehman et al., 2013) è, ñëåäî-
âàòåëüíî, èíãèáèðóþò ãèäðîëèç ÀÒÔ ìèîçèíîì è ìû-
øå÷íîå ñîêðàùåíèå (Gordon et al., 2000).

Ïðè ïîâûøåíèè âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+

ïîñëåäíèé ñâÿçûâàåòñÿ ñ ñóáäîìåíîì-Ñ òðîïîíèíà, íåêî-
òîðûå àêòèíîâûå ìîíîìåðû èçìåíÿþò êîíôîðìàöèþ è
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ïåðåõîäÿò âî âêëþ÷åííîå ñîñòîÿíèå (Borovikov et al.,
2009), è òðîïîìèîçèí ïåðåìåùàåòñÿ â íàïðàâëåíèè âíóò-
ðåííåãî äîìåíà àêòèíà (Borovikov et al., 2009; Lehman
et al., 2013; Lehman, 2017). Ýòî ñìåùåíèå îòêðûâàåò íà
àêòèíå ñàéòû ñëàáîãî ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì, íî
ñàéòû ñèëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ìèîçèíîì îñòàþòñÿ ãëàâ-
íûì îáðàçîì çàêðûòûìè («çàêðûòîå» ïîëîæåíèå òðîïî-
ìèîçèíà) (Lehman et al., 2013; Lehman, 2017). Êîãäà äî-
ñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà ñèëüíî ñâÿçàíî ñ
àêòèíîì, òðîïîìèîçèí ñìåùàåòñÿ åùå äàëüøå ê âíóòðåí-
íåìó äîìåíó àêòèíà (â «îòêðûòóþ» ïîçèöèþ) (Lehman
et al., 2013), è ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ìîíîìåðîâ àê-
òèíà «âêëþ÷àåòñÿ» (Borovikov et al., 2009) — ýòî òàê íà-
çûâàåìîå âêëþ÷åííîå ñîñòîÿíèå òîíêîé íèòè. Â ýòîì ñî-
ñòîÿíèè òðîïîìèîçèí ïîëíîñòüþ îòêðûâàåò ñàéòû ñâÿçû-
âàíèÿ ìèîçèíà íà Ô-àêòèíå (Lehman et al., 2013) è âìåñòå
ñ àêòèíîì (Borovikov et al., 2009) àêòèâèðóåò ãèäðîëèç
ÀÒÔ è ìûøå÷íîå ñîêðàùåíèå (Gordon et al., 2000). Òàêèì
îáðàçîì, òðîïîìèîçèí èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè
âçàèìîäåéñòâèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ìîëåêóëà
òðîïîìèîçèíà ñîñòîèò èç äâóõ a-ñïèðàëåé, çàêðó÷åííûõ
â ñóïåðñïèðàëü, ïåðèîäè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ êîòîðîé
ñ Ô-àêòèíîì ÿâëÿþòñÿ êðèòè÷åñêèìè äëÿ ñòàáèëèçàöèè
òîíêîé íèòè è ðåãóëÿöèè ìûøå÷íîãî ñîêðàùåíèÿ (Perry,
2001). Èçâåñòíî, ÷òî îáðàçîâàíèþ ñóïåðñïèðàëè òðîïî-
ìèîçèíà ñïîñîáñòâóåò íàëè÷èå â ïîëèïåïòèäíîé öåïè
áåëêà íåïðåðûâíî ñëåäóþùèõ äðóã çà äðóãîì ñåìè÷ëåí-
íûõ ïîâòîðîâ òèïà a-b-c-d-e-f-g èç ÷åðåäóþùèõñÿ ïîëÿð-
íûõ è íåïîëÿðíûõ àìèíîêèñëîò. Íåïîëÿðíûå àìèíîêèñ-
ëîòíûå îñòàòêè ðàñïîëàãàþòñÿ â îñíîâíîì â ïîçèöèÿõ a è
d íà îäíîé è òîé æå ñòîðîíå a-ñïèðàëè. Îáðàçóÿ ñâÿçè ñ
àíàëîãè÷íûìè îñòàòêàìè â ïîçèöèÿõ a è d ñîñåäíåé ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïè, íåïîëÿðíûå àìèíîêèñëîòû ôîðìèðóþò
ãèäðîôîáíûé êîð ñóïåðñïèðàëè. Ãèäðîôîáíûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñòàáèëèçèðóþòñÿ èîííûìè ñâÿçÿìè (ñîëåâûìè
ìîñòèêàìè), êîòîðûå îáðàçóþòñÿ ìåæäó çàðÿæåííûìè
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè, ðàñïîëîæåííûìè â ïîçè-
öèÿõ e è g ãåïòîïîâòîðîâ â ðàçíûõ öåïÿõ ñóïåðñïèðàëè.
Íåñêîëüêî íåêàíîíè÷åñêèõ îñòàòêîâ (íàïðèìåð, Asp137,
Tyr214, Glu218, Tyr221, Gln263, Tyr267 è Gly126), à òàêæå
Ala, Ser è äðóãèå ïîëÿðíûå è çàðÿæåííûå îñòàòêè íà ãðà-
íèöå ðàçäåëà äâóõ öåïåé òðîïîìèîçèíà ìîãóò äåñòàáèëè-
çèðîâàòü ìîëåêóëó â ýòèõ òî÷êàõ (Brown et al., 1996; Ma-
son, Arndt, 2004). Íàïðèìåð, Gly126 â ïîëîæåíèè g ìîæåò
íàðóøèòü a-ñïèðàëüíóþ ñòðóêòóðó è ìåæöåïî÷å÷íûé ñî-
ëåâîé ìîñòèê. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çàìåùåíèå
Gly126 íà Arg ðåçêî ñíèæàåò ïðîòåîëèòè÷åñêóþ âîñïðè-
èì÷èâîñòü îñòàòêà Arg133 òðîïîìèîçèíà ñêåëåòíûõ
ìûøö, óñèëèâàåò ñòàáèëèçàöèþ öåíòðàëüíîé ÷àñòè ìîëå-
êóëû òðîïîìèîçèíà è ïîâûøàåò àêòèí-àêòèâèðóåìóþ
Mg2+-ÀÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü ìèîçèíà (Nevzorov et al.,
2011).

Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå íàðó-
øåíèé ðàáîòû ðåãóëÿòîðíîé ñèñòåìû ìûøå÷íîãî âîëîê-
íà âñëåäñòâèå ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí â òðîïî-
ìèîçèíå, èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Ðàíåå, èñïîëüçóÿ ìåòîä
ïîëÿðèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè, ìû ïîêàçàëè, ÷òî çàìåíà
ãëèöèíà íà àðãèíèí â ïîçèöèè 126 èçîôîðìû Tpm1.1 òðî-
ïîìèîçèíà âûçûâàåò àíîìàëüíîå ñìåùåíèå ìóòàíòíîãî
òðîïîìèîçèíà ê âíóòðåííåìó äîìåíó àêòèíà è óâåëè÷èâà-
åò îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àê-
òèíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ÀÒÔàçíîãî
öèêëà, ò. å. èíãèáèðóåò âûêëþ÷åíèå òîíêîé íèòè (Rysev
et al., 2014).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå îò-
âåòà ìèîçèíîâûõ ãîëîâîê íà íàðóøåíèÿ â ôóíêöèîíèðî-
âàíèè òîíêèõ íèòåé â ìûøå÷íîì âîëîêíå, âîçíèêàþùèå
âñëåäñòâèå ñòàáèëèçèðóþùåé çàìåíû îñòàòêà ãëèöèíà íà
îñòàòîê àðãèíèíà (Gly126Arg) â òðîïîìèîçèíå. Âïåðâûå
ïîêàçàíî, ÷òî íàðóøåíèå ñïîñîáíîñòè ðåãóëÿòîðíîé ñèñ-
òåìû ìûøå÷íîãî âîëîêíà âûêëþ÷àòü òîíêóþ íèòü ïðèâî-
äèò ê àíîìàëüíîìó óâåëè÷åíèþ îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷å-
ñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì, êàê
ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ èîíîâ êàëüöèÿ (ðÑà 9), òàê è
ïðè âûñîêèõ (ðÑà 4). Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àíîìàëüíîå ñìåùåíèå ìóòàíòíîãî
òðîïîìèîçèíà ê âíóòðåííåìó äîìåíó àêòèíà è èíãèáèðî-
âàíèå ñïîñîáíîñòè òðîïîíèíà âûêëþ÷àòü ìîíîìåðû àê-
òèíà ìîãóò âûçâàòü óâåëè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè òîíêîé
íèòè ê èîíàì Ñà2+ è ïîâûøåíèå ýôôåêòèâíîñòè ðàáîòû
ïîïåðå÷íûõ ìèîçèíîâûõ ìîñòèêîâ â öèêëå ãèäðîëèçà
ÀÒÔ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å á å ë ê î â. Ìèîçèí èç áûñòðûõ ñêåëåò-
íûõ ìûøö êðîëèêà áûë ïðèãîòîâëåí ïî îïèñàííîìó ìå-
òîäó (Margossian, Lowey, 1982). Ñóáôðàãìåíò-1 ìèîçèíà
(S1) áûë ïîëó÷åí ðàñùåïëåíèåì ñêåëåòíîãî ìèîçèíà
a-õèìîòðèïñèíîì â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 25 °Ñ (Okamoto,
Sekine, 1985). Îñòàòîê Cys707 â S1 ìîäèôèöèðîâàëè
1,5-IAEDANS (Borejdo, Putnam, 1977). Òðîïîíèí áûë èçî-
ëèðîâàí èç áûñòðûõ ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà (Potter,
1982). Ðåêîìáèíàíòíûé òðîïîìèîçèí äèêîãî òèïà (èçî-
ôîðìà Tpm1.1) è Gly126Arg-ìóòàíòíûé òðîïîìèîçèí ýêñ-
ïðåññèðîâàëè â êëåòêàõ BL21 (DE3) è î÷èùàëè, êàê îïè-
ñàíî ðàíåå (Robinson et al., 2007). Âñå ðåêîìáèíàíòíûå
òðîïîìèîçèíû èìåëè äâå äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû
(Ala è Ser), êîòîðûå êîìïåíñèðîâàëè óìåíüøåííîå ñðîä-
ñòâî ðåêîìáèíàíòíîãî íåàöåòèëèðîâàííîãî òðîïîìèîçè-
íà ê Ô-àêòèíó (Monteiro et al., 1994). ×èñòîòó ïîëó÷åíèÿ
ïðåïàðàòîâ áåëêîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà
â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.

Ï î ë ó ÷ 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.
Ïó÷êè ìûøå÷íûõ âîëîêîí èç m. psoas êðîëèêà îáðàáàòû-
âàëè ðàñòâîðîì ãëèöåðèíà, êàê îïèñàíî ðàíåå (Borovikov
et al., 2009). Òåíåâûå âîëîêíà ãîòîâèëè èíêóáàöèåé îäè-
íî÷íûõ ãëèöåðèíèçèðîâàííûõ âîëîêîí â òå÷åíèå 1.5 ÷ â
ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 800 ìÌ KCl, 1 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ
ÀÒÔ è 67 ìÌ Na, K-ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 7.0. Òàêèå âî-
ëîêíà ñîäåðæàëè îêîëî 80 % àêòèíà è áåëêè Z-ëèíèè.
Òðîïîìèîçèí, òðîïîíèí è S1 áûëè âêëþ÷åíû â Ô-àêòèíî-
âûå íèòè ïóòåì èíêóáàöèè òåíåâûõ âîëîêîí â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 50 ìÌ KCl, 3 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ DTT è 6.7 ìÌ
Na, K-ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 7.0, è ñîîòâåòñòâóþùèé áå-
ëîê. Íåñâÿçàííûå áåëêè óäàëÿëè ïðè èíêóáàöèè âîëîêîí
â òîì æå ðàñòâîðå, íå ñîäåðæàùåì áåëêîâ. Ìîëÿðíîå îò-
íîøåíèå òðîïîìèîçèíà äèêîãî òèïà èëè ìóòàíòíîãî òðî-
ïîìèîçèíà ê àêòèíó ñîñòàâëÿëî 1 : (6.5 ± 2). Â îòñóòñòâèå
íóêëåîòèäîâ è â ïðèñóòñòâèè ADP, ATPgS è ATP ìîëÿð-
íûå îòíîøåíèÿ S1 ê àêòèíó ñîñòàâëÿëè 1 : (5 ± 2), 1 :
(5 ± 2), 1 : (8 ± 2) è 1 : (14 ± 2) ñîîòâåòñòâåííî.

È ç ì å ð å í è å 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 ì û ø å ÷ í î ã î â î ë î ê í à. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà òå-
íåâûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ, ñîäåðæàùèõ ðåêîíñòðóèðî-
âàííûå òîíêèå íèòè (Borovikov et al., 2009). S1, ìå÷åííûé
ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì 1,5-IAEDANS, ââîäèëè â âîëîê-
íî ïðè 4 °Ñ. Íåñâÿçàâøèéñÿ áåëîê óäàëÿëè èíêóáàöèåé

640 Í. À. Ðûñåâ è äð.



âîëîêîí â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ KCl, 3 ìÌ MgCl2,
1 ìÌ DTT è 6.7 ìÌ Na, K-ôîñôàòíûé áóôåð ðÍ 7.0 (Bo-
rovikov et al., 2009, 2017). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè
ïðè 407 ± 5 íì, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñòðè-
ðîâàëè â äèàïàçîíå äëèí âîëí 500—600 íì. Èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëè â ïðîòî÷íîé êàìåðå â îòñóòñòâèå èëè â ïðè-
ñóòñòâèè íóêëåîòèäîâ (3 ìÌ ADP, 5 ìÌ ATPgS èëè 5 ìÌ
ÀÒÔ), èìèòèðóþùèõ ðàçëè÷íûå ñòàäèè öèêëà ãèäðîëèçà
ÀÒÔ. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ òðîïîíèíîì ðàñòâîðû äîïîëíè-
òåëüíî ñîäåðæàëè 0.1 ìÌ CaCl2 èëè 2 ìÌ EGTA (Borovi-
kov et al., 2009, 2017).

Èíòåíñèâíîñòè ÷åòûðåõ êîìïîíåíòîâ ïîëÿðèçîâàí-
íîé ôëóîðåñöåíöèè (

C
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B

,
B

I
B

,
B

I
C

è
C

I
C

) ðåãèñòðèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ïîëÿðèçàöèîííîãî ôëóîðèìåòðà (Borovikov
et al., 2004). Ïîëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ
ìîäåëüçàâèñèìîãî ìåòîäà (Tregear, Mendelson, 1975; Bo-
rovikov et al., 2009). Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî â ìûøå÷íîì âî-
ëîêíå èìåþòñÿ äâå ïîïóëÿöèè ôëóîðîôîðîâ — ïîïóëÿ-
öèÿ óïîðÿäî÷åííûõ ôëóîðîôîðîâ, îñöèëëÿòîðû ïîãëî-
ùåíèÿ è èçëó÷åíèÿ êîòîðûõ ðàñïîëîæåíû ïîä óãëàìè ÔÀ

è ÔÅ, è ïîïóëÿöèÿ õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôî-
ðîâ N. Ïàðàìåòðû ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè (ÔÅ

è N) ðåãèñòðèðîâàëè ïðè èìèòàöèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé
ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû íà 5—11
âîëîêíàõ (20—55 èçìåðåíèé). Ñòàòèñòè÷åñêóþ çíà÷è-
ìîñòü èçìåíåíèé ïàðàìåòðîâ îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì t-òåñòà Ñòüþäåíòà ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Â ñîîòâåòñòâèè ñ íàøèìè áîëåå ðàííèìè ðåçóëüòàòà-
ìè (Borovikov et al., 2009; Karpicheva et al., 2017), ñâÿçû-
âàíèå S1, ìîäèôèöèðîâàííîãî ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì
1,5-IAEDANS, ñ Ô-àêòèíîì èíèöèèðóåò ïîÿâëåíèå ïîëÿ-
ðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè òåíåâîãî ìûøå÷íîãî âîëîê-
íà. Àíàëèç ôëóîðåñöåíöèè (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòî-
äèêà») ïîêàçàë, ÷òî âåëè÷èíà óãëà (ÔE) ìåæäó îñüþ âî-
ëîêíà è äèïîëåì èçëó÷åíèÿ çîíäà AEDANS äëÿ ãîëîâîê
ìèîçèíà, ñâÿçàííûõ ñ Ô-àêòèíîì â îòñóòñòâèå òðîïîìèî-
çèíà è òðîïîíèíà, áûëà 42.7°, îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî
íåóïîðÿäî÷åííûõ çîíäîâ (N) ñîñòàâëÿëî 0.37 îòí. åä.
(P < 0.05). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî çîíä æåñòêî
ñâÿçàí ñ ãîëîâêîé ìèîçèíà è ìîäèôèöèðîâàííûå ãîëîâêè
ðàñïîëàãàþòñÿ â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ óïîðÿäî÷åííî (Bo-
rovikov et al., 2009, 2017; Karpicheva et al., 2017). Óïîðÿ-
äî÷åííîå ðàñïîëîæåíèå ãîëîâîê ìèîçèíà íà àêòèíå ïî-
çâîëèëî íàì îïðåäåëèòü èõ îðèåíòàöèþ è ñâÿçûâàíèå ñ
Ô-àêòèíîì íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ÀÒÔàçíîãî öèêëà. Îòñóò-
ñòâèå íóêëåîòèäîâ èìèòèðîâàëî ñîñòîÿíèå àêòîìèîçèíà
ÀÌ, ãäå À è Ì îáîçíà÷àþò êîíôîðìàöèîííûå ñîñòîÿíèÿ
àêòèíà è ãîëîâêè ìèîçèíà ñîîòâåòñòâåííî. ADP, ATPgS è
ATP â êîìïëåêñå ñ Mg èñïîëüçîâàëè äëÿ èìèòàöèè ïðî-
ìåæóòî÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèé àêòîìèîçèíà
AM^�ADP, AM*�ADP è AM**�ADP�Pi ñîîòâåòñòâåííî
(Roopnarine, Thomas, 1996; Goody, Hofmann, 1980), ãäå
M^, M* è M** — ðàçëè÷íûå êîíôîðìàöèîííûå ñîñòîÿ-
íèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà, Pi — íåîðãàíè÷åñêèé ôîñôàò.
Â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ ãîëîâêè ìèîçèíà â ðàçëè÷íûõ
ñîñòîÿíèÿõ, ïî-âèäèìîìó, íàõîäÿòñÿ â áûñòðîì äèíàìè-
÷åñêîì ðàâíîâåñèè (Geeves, 1991). Ïîýòîìó ïðèíèìàåò-
ñÿ, ÷òî ïðè ìîäåëèðîâàíèè êàæäîå ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòî-
ÿíèå ìèîçèíà, ñîîòâåòñòâóþùåå îïðåäåëåííîé ñòàäèè
ÀÒÔàçíîãî öèêëà, ìîæåò áûòü ïðåäñòàâëåíî ñìåñüþ óêà-
çàííûõ âûøå ïîäñîñòîÿíèé ñ ïðåîáëàäàíèåì îäíîãî èç

íèõ (Borovikov et al., 2009). Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî â íà-
øèõ ñòàöèîíàðíûõ (steady-state) ýêñïåðèìåíòàõ áûëî íå-
âîçìîæíî ðàçëè÷èòü êàæäîå èç ïîäñîñòîÿíèé, ïîýòîìó
ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäîâ è â ïðè-
ñóòñòâèè MgADP ìîäåëèðóþòñÿ ñîñòîÿíèÿ ÀÌ è
AM^�ADP, â êîòîðûõ ìèîçèí ñèëüíî ñâÿçàí ñ àêòèíîì,
òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè MgATPgS èëè MgATP ìîäåëèðó-
þòñÿ ñîñòîÿíèÿ AM*�ADP è AM**�ADP�Pi ÀÒÔàçíîãî
öèêëà, â êîòîðûõ ìèîçèí è àêòèí ñâÿçàíû ñëàáî (Borovi-
kov et al., 2009).

Âåëè÷èíà óãëà ÔE è äîëÿ íåóïîðÿäî÷åííûõ ôëóîðî-
ôîðîâ N â ïðèñóòñòâèè òðîïîíèíà è òðîïîìèîçèíà äèêîãî
òèïà èëè ìóòàíòíîé ôîðìû ïðè âûñîêèõ (ðÑà 4) è íèçêèõ
(ðÑà 9) êîíöåíòðàöèÿõ Ñà2+ ïðè èìèòàöèè ðàçëè÷íûõ ñòà-
äèé öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ áûëè ðàçíûìè (ñì. ðèñóíîê).
Òàê, ïðèñîåäèíåíèå ê òîíêèì íèòÿì, äåêîðèðîâàííûì
AEDANS-S1, òðîïîìèîçèíà äèêîãî òèïà è òðîïîíèíà ïðè
ðÑà 9 ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ çíà÷åíèé óãëà ÔÅ îò 42.7
äî 41.7°, P < 0.05, è N îò 0.37 äî 0.36 îòí. åä., P < 0.05 (ñì.
ðèñóíîê). Òàêèå èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ ÔÅ è N ìîæíî èí-
òåðïðåòèðîâàòü êàê óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèî-
çèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì â êîíôîðìàöèè ÀÌ
(Borovikov et al., 2009, 2017; Karpicheva et al., 2017). Íàî-
áîðîò, ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ Ñà2+ (ðÑà 9) ïàðàìåòðû
ÔÅ è N óâåëè÷èâàþòñÿ (íà 0.3° è 0.017 îòí. åä. ñîîòâåòñò-
âåííî, P < 0.05; ñì. ðèñóíîê), ñëåäîâàòåëüíî, îòíîñèòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àê-
òèíîì òîíêèõ íèòåé (ò. å. â êîíôîðìàöèè ÀÌ), óìåíüøà-
åòñÿ (Borovikov et al., 2009, 2017; Karpicheva et al., 2017).

Êàê âèäíî íà ðèñóíêå, çàìåíà òðîïîìèîçèíà äèêîãî
òèïà íà ìóòàíòíûé (Gly126Arg) ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò
êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòè-
íîì, êàê ïðè âûñîêèõ, òàê è ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
Ñà2+. Òàêîé âûâîä ìîæíî ñäåëàòü íà îñíîâàíèè õàðàêòåðà
èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ ÔÅ è N. Îêàçàëîñü, ÷òî òàêàÿ çàìå-
íà ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò çíà÷åíèÿ ÔÅ è N — íà 0.5° è
0.007 îòí. åä. ïðè ðÑà 4 è íà 0.9° è 0.033 îòí. åä. ïðè
ðÑà 9 (P < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, çàìåíà Gly126Arg ñóùå-
ñòâåííî óâåëè÷èâàåò îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ãîëîâîê
ìèîçèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì ïðè èìèòàöèè ñî-
ñòîÿíèÿ ÀÌ ÀÒÔàçíîãî öèêëà, êàê ïðè âûñîêèõ, òàê è
ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ èîíîâ êàëüöèÿ. Ñëåäîâàòåëü-
íî, çàìåíà Gly126Arg óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî ãîëîâîê
ìèîçèíà â êîíôîðìàöèè ÀÌ â ïðèñóòñòâèè êàê âûñîêèõ,
òàê è íèçêèõ êîíöåíòðàöèé Ñà2+.

Óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèî-
çèíà, ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì, íàáëþäàëè òàêæå ïðè
ìîäåëèðîâàíèè ñèëüíîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ AM^�ADP è
ñëàáîé ôîðìû ñâÿçûâàíèÿ AM*�ADP ñòàäèè ÀÒÔàçíîãî
öèêëà. Îäíàêî ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñëàáîé ôîðìû ñâÿçû-
âàíèÿ — ñòàäèè AM**�ADP�Pi — çàìåòíûõ ðàçëè÷èé
ïàðàìåòðà ÔÅ äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ òðîïîìèîçèíîì äèêî-
ãî òèïà è ìóòàíòíûì òðîïîìèîçèíîì íå îáíàðóæèëè (ñì.
ðèñóíîê, à). Òàêèì îáðàçîì, çàìåíà Gly126Arg ìîæåò ñó-
ùåñòâåííî èçìåíÿòü õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ ìèîçèíà ñ
àêòèíîì òîëüêî íà íåêîòîðûõ ñòàäèÿõ ÀÒÔàçíîãî öèêëà:
ìîæåò óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà, ñèëüíî
ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì, íàïðèìåð â êîíôîðìàöèè ÀÌ. Îä-
íàêî ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàññëàáëåíèÿ ìûøå÷íîãî âî-
ëîêíà çàìåòíûõ èçìåíåíèé îðèåíòàöèè ãîëîâîê ìèîçèíà
ïîä âëèÿíèåì çàìåíû Gly126Arg íå áûëî îáíàðóæåíî.

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ìóòàíò-
íûì òðîïîìèîçèíîì âåëè÷èíà ïàðàìåòðà N ïðè ðÑà 9
áûëà ñóùåñòâåííî íèæå ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèé N â
ýêñïåðèìåíòàõ ñ òðîïîìèîçèíîì äèêîãî òèïà (ñì. ðèñó-
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íîê, á). Òàê êàê óìåíüøåíèå çíà÷åíèÿ N ñâèäåòåëüñòâóåò
îá óâåëè÷åíèè æåñòêîñòè ñâÿçûâàíèÿ ãîëîâêè ìèîçèíà ñ
Ô-àêòèíîì è òðîïîìèîçèíîì (Borovikov et al., 2009),
óìåíüøåíèå âåëè÷èíû N äëÿ òîíêîé íèòè, ñîäåðæàùåé
ìóòàíòíûé òðîïîìèîçèí, ïðè ìîäåëèðîâàíèè ñòàäèé
AM*�ADP è AM**�ADP�Pi ÀÒÔàçíîãî öèêëà ìîæíî
îáúÿñíèòü çàäåðæèâàíèåì íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà ãîëî-
âîê ìèîçèíà â êîíôîðìàöèè ñèëüíûõ ôîðì àêòèí-ìèîçè-
íîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, íàïðèìåð ãîëîâîê ìèîçèíà â
êîíôîðìàöèè AM èëè AM^�ADP (Borovikov et al., 2017).

Êàê âèäíî íà ðèñóíêå, ìóòàíòíûé òðîïîìèîçèí óâå-
ëè÷èâàåò àìïëèòóäó èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðà ÔÅ ïðè èçìå-
íåíèè êîíôîðìàöèè ãîëîâêè ìèîçèíà èç ñîñòîÿíèÿ
AM**�ADP�Pi â ñîñòîÿíèå ÀÌ. Äåéñòâèòåëüíî, äëÿ ìó-
òàíòíîãî òðîïîìèîçèíà ÔÅ óìåíüøàåòñÿ îò 48.2 äî 41.2°,
Ð < 0.05, òîãäà êàê äëÿ òðîïîìèîçèíà äèêîãî òèïà ýòîò
ïàðàìåòð óìåíüøàëñÿ îò 47.9 äî 41.7°, ò. å. â ñëó÷àå ìó-
òàíòíîãî òðîïîìèîçèíà àìïëèòóäà èçìåíåíèé ÔÅ âîç-
ðàñòàëà íà 13 % ïî ñðàâíåíèþ ñ òðîïîìèîçèíîì äèêîãî
òèïà. Ïîñêîëüêó ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ
SH1-ñïèðàëè (îáëàñòü ëîêàëèçàöèè çîíäà) ïåðåäàåòñÿ íà
«ðû÷àã» (ðåãóëÿòîðíûé äîìåí) ìèîçèíà, âðàùåíèå êîòî-
ðîãî èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðàçâèòèè ñèëû ïîïåðå÷íûì
ìèîçèíîâûì ìîñòèêîì, óâåëè÷åíèå àìïëèòóäû äâèæåíèÿ
SH1-ñïèðàëè â ÀÒÔàçíîì öèêëå óêàçûâàåò íà òî, ÷òî çà-
ìåíà â òðîïîìèîçèíå óâåëè÷èâàåò ñðåäíåñòàòèñòè÷åñêóþ
ýôôåêòèâíîñòü ðàáîòû ìèîçèíîâûõ ìîñòèêîâ (Fujita
et al., 2004).

Òàêèì îáðàçîì, çàìåíà Gly126Arg â òðîïîìèîçèíå
óâåëè÷èâàåò îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ãîëîâîê ìèîçèíà,
êîòîðûå íàõîäÿòñÿ â êîíôîðìàöèè ñèëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ,
ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé öèêëà ãèäðîëèçà
ÀÒÔ êàê ïðè âûñîêèõ, òàê è ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
Ñà2+. Îáíàðóæåíî çàäåðæèâàíèå íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà
ãîëîâîê ìèîçèíà â êîíôîðìàöèè AM èëè AM^�ADP è
óâåëè÷åíèå àìïëèòóäû äâèæåíèÿ ãîëîâîê ìèîçèíà (èëè
SH1-ñïèðàëè ìèîçèíà) â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ. Ïðåäïî-

ëàãàåòñÿ, ÷òî àíîìàëüíîå ñìåùåíèå òðîïîìèîçèíà ê âíóò-
ðåííåìó äîìåíó àêòèíà è èíãèáèðîâàíèå ñïîñîáíîñòè
òðîïîíèíà âêëþ÷àòü è âûêëþ÷àòü ìîíîìåðû àêòèíà (Ry-
sev et al., 2014) ìîãóò âûçâàòü óâåëè÷åíèå Ñà2+-÷óâñòâè-
òåëüíîñòè òîíêîé íèòè è ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü ðàáî-
òû ìèîçèíîâîãî ïîïåðå÷íîãî ìîñòèêà.

Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî òðîïîìèîçèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñó-
ïåðñïèðàëü, ñîñòîÿùóþ èç äâóõ a-ñïèðàëåé (Hitch-
cock-Degregori, 2008). Â òîíêîé íèòè ìûøå÷íîãî âîëîêíà
ìîëåêóëû òðîïîìèîçèíà ñîáèðàþòñÿ â äâà íåïðåðûâíûõ
òÿæà, ñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûõ âäîëü æåëîáêîâ
Ô-àêòèíà ïî âñåé åãî äëèíå (Gordon et al., 2000). Òÿæè
òðîïîìèîçèíà îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñìåùàòüñÿ îòíî-
ñèòåëüíî âíóòðåííåãî äîìåíà àêòèíà â çàâèñèìîñòè îò
êîíöåíòðàöèè Ca2+ è â îòâåò íà ñâÿçûâàíèå S1 è òàêèì
ñïîñîáîì îñóùåñòâëÿòü ðåãóëÿöèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ìèî-
çèíà ñ àêòèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ (Lehman et al.,
1994, 2013; Lehman, 2017). Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
çàìåíà Gly126 íà Arg â èçîôîðìå òðîïîìèîçèíà Tpm1.1
èç áûñòðûõ ñêåëåòíûõ ìûøö âûçûâàåò ñíèæåíèå ãèáêî-
ñòè öåíòðàëüíîé ÷àñòè ìîëåêóëû (Nevzorov et al., 2011).
Ïîìèìî âëèÿíèÿ íà ñðåäíþþ ÷àñòü çàìåíà Gly126Arg èç-
ìåíÿåò ãèáêîñòü Ñ-êîíöà òðîïîìèîçèíà. Ïðè ýòîì èçìå-
íÿåòñÿ òàêæå ãèáêîñòü Ô-àêòèíà (Rysev et al., 2014). Áûëî
âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ ãèáêî-
ñòè òðîïîìèîçèíà è Ô-àêòèíà ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì êîí-
ôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé ýòèõ áåëêîâ, âûçâàííûõ èçìå-
íåíèåì ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñâÿçåé ìåæäó öåïÿìè òðîïî-
ìèîçèíà è Ô-àêòèíîì. Îêàçàëîñü, ÷òî çàìåíà Gly126Arg
èíäóöèðóåò òàêæå èçìåíåíèå âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ
òðîïîìèîçèíà è ìîíîìåðîâ àêòèíà (Rysev et al., 2014).
Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî çàìåíà âûçûâàåò òàêèå êîíôîðìàöèîí-
íûå èçìåíåíèÿ òðîïîìèîçèíà è Ô-àêòèíà, êîòîðûå ìîãóò

642 Í. À. Ðûñåâ è äð.

Âëèÿíèå çàìåíû Gly126Arg â òðîïîìèîçèíå, Ca2+ è òðîïîíèíà íà çíà÷åíèÿ óãëà èçëó÷åíèÿ ôëóîðîôîðîâ ÔÅ (a) è îòíîñèòåëüíîãî
êîëè÷åñòâà õàîòè÷åñêè ðàñïîëîæåííûõ ôëóîðîôîðîâ N (á) ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè ñóáôðàãìåíòà-1 ìèîçèíà, ìå÷åííîãî

1,5-IAEDANS, ïðè èìèòàöèè ðàçëè÷íûõ ñòàäèé öèêëà ãèäðîëèçà ÀÒÔ àêòîìèîçèíîì.

Ïàðàìåòðû ÔÅ è N ñóùåñòâåííî èçìåíÿþòñÿ ïîä âëèÿíèåì àìèíîêèñëîòíîé çàìåíû, êîíöåíòðàöèè Ñà2+ è íóêëåîòèäîâ. Âñå èçìåíåíèÿ äîñòîâåðíû
(Ð < 0.05). Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ïîêàçûâàþò ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ. TM WT — òðîïîìèîçèí äèêîãî òèïà, G126R — òðîïîìèîçèí

ñ çàìåíîé Gly126Arg, TN — òðîïîíèí.



ðàñïðîñòðàíÿòüñÿ íà îáëàñòè, ó÷àñòâóþùèå â êîíòàêòå
ìåæäó ýòèìè áåëêàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî çàìåíà Gly126Arg
ñäâèãàåò òÿæè òðîïîìèîçèíà ê öåíòðó íèòåé â îòêðûòóþ
ïîçèöèþ, ò. å. â ïîçèöèþ, ïðè êîòîðîé òðîïîìèîçèí è àê-
òèí íå ìåøàþò ãîëîâêàì ìèîçèíà îáðàçîâûâàòü ñ àêòè-
íîì ñóùåñòâåííóþ äëÿ ãåíåðàöèè ñèëû ñèëüíóþ ôîðìó
ñâÿçûâàíèÿ. Êðîìå òîãî, ýòîò ìóòàíòíûé òðîïîìèîçèí
àêòèâèðóåò âêëþ÷åíèå ìîíîìåðîâ àêòèíà íà âñåõ ñòàäèÿõ
ÀÒÔàçíîãî öèêëà (Rysev et al., 2014). Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî ýôôåêò çàìåíû Gly126Arg îáóñëîâëåí èçìåíåíèåì
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó òðîïîìèîçè-
íîì, Ô-àêòèíîì è ìèîçèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ (Ry-
sev et al., 2014).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî àíîìàëüíîå
ñìåùåíèå òðîïîìèîçèíà ê âíóòðåííåìó äîìåíó Ô-àêòèíà
è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà
â ÀÒÔàçíîì öèêëå (Rysev et al., 2014) àêòèâèðóþò îáðà-
çîâàíèå ñèëüíûõ ôîðì ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì,
ñóùåñòâåííûõ äëÿ ãåíåðàöèè ñèëû, ïðè ìîäåëèðîâàíèè
ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ÀÒÔàçíîãî öèêëà (ñì. ðèñóíîê). Ïîÿâ-
ëåíèå àíîìàëüíî âûñîêîãî êîëè÷åñòâà ãîëîâîê ìèîçèíà,
ñèëüíî ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîì ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
Ñà2+ äåìîíñòðèðóåò óâåëè÷åíèå Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòè
òîíêèõ íèòåé (Borovikov et al., 2017).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå Ñà2+-÷óâñòâèòåëü-
íîñòè (Shchepkin et al., 2013; Matyushenko et al., 2017) è
óâåëè÷åíèå ñèëû, ðàçâèâàåìîé ïîïåðå÷íûìè ìèîçèíîâû-
ìè ìîñòèêàìè (Shchepkin et al., 2017), áûëè îáíàðóæåíû
òàêæå äëÿ òðîïîìèîçèíà, èìåþùåãî äâå çàìåíû —
Gly126Arg è Cys190Ala. Ïîñêîëüêó çàìåíà Cys190Ala,
ïî-âèäèìîìó, íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà
ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà òðîïîìèîçèíà äèêîãî òèïà
(Matyushenko et al., 2017), ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íà-
ðóøåíèÿ ðåãóëÿöèè àêòèí-ìèîçèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ,
àññîöèèðîâàííûå ñ çàìåíàìè Gly126Arg è Cys190Ala,
îáóñëîâëåíû ãëàâíûì îáðàçîì çàìåíîé Gly126Arg, êîòî-
ðàÿ, êàê èçâåñòíî, âûçûâàåò àíîìàëüíîå ïîâåäåíèå òðîïî-
ìèîçèíà è òðîïîíèíà â ÀÒÔàçíîì öèêëå — «çàìîðàæèâà-
íèå» òðîïîìèîçèíà íåäàëåêî îò âíåøíåãî äîìåíà àêòèíà
è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà âêëþ÷åííûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà
(Rysev et al., 2014). Åñëè äåéñòâèòåëüíî çàìåíà Cys190Ala
íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ôóíêöèîíàëüíûå
ñâîéñòâà òðîïîìèîçèíà (Matyushenko et al., 2017), òî ïî-
âûøåíèå Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòè òîíêèõ íèòåé, ñîäåðæà-
ùèõ çàìåíû Gly126Arg è Cys190Ala â òðîïîìèîçèíå
(Shchepkin et al., 2013), è óâåëè÷åíèå ñèëû â ýêñïåðèìåí-
òàõ ñ òàêèì ìóòàíòíûì òðîïîìèîçèíîì (Shchepkin et al.,
2017) ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ àíîìàëüíûì ñìåùå-
íèåì ìóòàíòíîãî òðîïîìèîçèíà â íàïðàâëåíèè âíóòðåí-
íåãî äîìåíà àêòèíà è óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà âêëþ÷åí-
íûõ ìîíîìåðîâ àêòèíà â ÀÒÔàçíîì öèêëå.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííîé
ìèêðîñêîïèè è ìûøå÷íûõ âîëîêîí ñ ðåêîíñòðóèðîâàí-
íûìè òîíêèìè íèòÿìè ïîçâîëèëî èññëåäîâàòü âëèÿíèå
çàìåíû Gly126Arg â òðîïîìèîçèíå íà âçàèìîäåéñòâèå
ìèîçèíà ñ àêòèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ. Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî íóêëåîòèäû è Ñà2+ âûçûâàþò èçìåíåíèå êîíôîð-
ìàöèîííîãî ñîñòîÿíèÿ ýòèõ áåëêîâ è ìîãóò íàðóøèòü
ðàâíîâåñíîå ñîñòîÿíèå àíñàìáëÿ òðîïîìèîçèíà ñ òðîïî-
íèíîì, òåì ñàìûì èíäóöèðóÿ ïåðåõîä òîíêîé íèòè âî
âêëþ÷åííîå ñîñòîÿíèå. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íàìè ðà-
íåå, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî îáðàçîâàíèå âñëåäñòâèå çàìåíû
Gly126Arg íîâîãî ñîëåâîãî ìîñòèêà ìîæåò âûçâàòü ñòà-
áèëèçàöèþ òîíêîé íèòè — èíãèáèðîâàòü ïåðåõîä òîíêîé
íèòè èç âêëþ÷åííîãî ñîñòîÿíèÿ â âûêëþ÷åííîå. Ýòî ìî-

æåò áûòü ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòè
òîíêîé íèòè è àêòèâàöèè ôîðìèðîâàíèÿ ñèëüíûõ ôîðì
ñâÿçûâàíèÿ ìèîçèíà ñ àêòèíîì â öèêëå ãèäðîëèçà ÀÒÔ
(ñì. ðèñóíîê). Ïî-âèäèìîìó, äàííàÿ çàìåíà ìîæåò äåéñò-
âîâàòü ïîñðåäñòâîì èçìåíåíèÿ ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ìåæäó òðîïîìèîçèíîì, òðîïîíèíîì, àêòèíîì
è ìèîçèíîì (Rysev et al., 2014).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-14-01224). Ðàáîòà
ïî ïîëó÷åíèþ ðåêîìáèíàíòíûõ ïðåïàðàòîâ òðîïîìèîçè-
íà äèêîãî òèïà è Gly126Arg-ìóòàíòíîé ôîðìû áûëà âû-
ïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå FEBS Collaboration
Scholarship.
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THE EFFECT OF THE Gly126Arg SUBSTITUTION IN ALPHA-TROPOMYOSIN

ON THE INTERACTION BETWEEN MYOSIN AND ACTIN IN ATP HYDROLYSIS CYCLE
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It is known that the regulation of muscle contraction is carried out by tropomyosin and Ca2+-sensitive pro-
tein troponin which form together with F-actin thin filaments in muscle fibre. The non-canonical glycine resi-
due at the 126th position in the central part of skeletal alpha-tropomyosin destabilizes the structure of this prote-
in. Replacing this amino acid with arginine stabilizes the central region of tropomyosin, displaces tropomyosin
to the open position and activates the switching on of actin monomers in the ATP hydrolysis cycle. In order to
investigate how the Gly126Arg substitution affects the interaction of the myosin head with F-actin in the ATP
hydrolysis cycle, we labeled the myosin subfragment-1 (S1) with fluorescent probe 1,5-IAEDANS and incor-
porated AEDANS-S1 into the ghost muscle fibre. Multistage changes in the mobility and spatial organization
of the myosin head during modeling of different stages of the ATP hydrolysis cycle were studied using polari-
zation fluorescence microscopy. It has been shown that in the regulated thin filaments of the ghost muscle fibre
at high concentrations of Ca2+, the Gly126Arg substitution significantly increases the number of myosin heads
strongly associated with F-actin when simulating strong binding of myosin to actin, but reduces the number of
such heads when imitating weak binding of myosin. Such changes in the behavior of myosin in the ATP hydro-
lysis cycle indicate an increase in the efficiency of myosin cross-bridges. A significant increase in the relative
amount of myosin strongly bound to actin was also observed at low Ca2+ concentrations. This indicates an inc-
rease in the sensitivity of the thin filament to Ca2+ ions initiated by the Gly126Arg substitution. The obtained
data suggest that the effects of stabilization of the central part of tropomyosin by the Gly126Arg substitution are
realized through the abnormal behavior of tropomyosin and troponin, which lead to a change in the nature of the
interaction of myosin with actin and tropomyosin in the ATP hydrolysis cycle.

K e y w o r d s: substitution in tropomyosin, actin-myosin interaction, regulation of muscle contraction,
muscle fibre, polarized fluorescence microscopy
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