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Наследственные миопатии – это гетерогенная 
группа наследственных заболеваний скелетных 
мышц, которая включает немалиновую мио
патию, кэпмиопатию, миопатию с  зебратель
цами и  стержневую миопатию (North et al., 
2014). Характерным свойством этих патологий 
является генерализованная слабость скелетных 
мышц различной сте пени выраженности, 
начиная от слабой степени вплоть до 
слабости, представляющей угрозу для жизни, 
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Идентифицировано множество точечных мутаций в  генах сократительных и  регуляторных белков 
скелетных мышц, способных приводить к дисфункции мышечной ткани. Молекулярные механизмы 
мышечного сокращения в  присутствии мутантных мышечных белков в  саркомере остаются мало 
изученными. В  представленной работе было исследовано влияние аминокислотной замены остатка 
глутамата на остаток аланина в  позиции 150 (Glu150Ala) γтропомиозина, ассоциированной 
с  кэпмиопатией и  диспропорцией мышечных волокон человека, на молекулярные механизмы 
регуляции мышечного сокращения тропонинтропомиозиновым комплексом в  одиночном 
мышечном волокне. Считается, что остаток Glu150 тропомиозина не принимает непосредственного 
участия во взаимодействии тропомиозина с  актином и  миозином; однако, согласно структурным 
моделям тонких филаментов в  условиях низкого уровня Са2+, этот остаток расположен вблизи 
участка связывания с  Сконцевым доменом тропонина I. Для оценки работы миозиновых головок 
в  присутствии Glu150Alaмутантного тропомиозина мы измерили поляризованную флуоресценцию 
зонда 1,5IAEDANS, связанного с  SH1спиралью головки миозина. Полученные данные показали 
аномальное увеличение числа сильно связанных с  актином головок миозина при расслаблении 
мышечного волокна, содержащего Glu150Alaмутантный тропомиозин. Оказалось, что катехин зе
леного чая EGCG, известный как модулятор функции тропонина, ингибирует преждевременный 
переход миозиновых головок в сильную форму связывания и таким способом ослабляет повреждающее 
влияние замены GluAla в γтропомиозине. Однако EGCG полностью не восстанавливает эффективное 
прохождение АТФазного цикла миозиновыми поперечными мостиками.
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часто проявляющейся в  раннем детском воз
расте (Sewry et al., 2017). Морфологические 
изменения, обнаруживаемые в  скелетной 
мышечной ткани пациента, обычно дают 
название варианту наследственной миопатии. 
Например, кэпструктуры при кэпмиопатии 
представляют собой хорошо видимые 
в  мышечных волокнах периферические 
структуры, распределение и  размер которых 
зависит от тяжести заболевания (Malfatti et 
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al., 2014; Sewry et al., 2017). Электронная 
микроскопия показала, что кэпструктуры 
образованы дезорганизованными тонкими 
филаментами и  белками Zлиний  – αакти
нином, актином, тропомиозином, небулином, 
десмином, миотилином, титином, тропонином 
Т и SERCA2. Гипотрофия медленных скелетных 
мышечных волокон и  их преобладание вместе 
с  компенсаторной гипертрофией быстрых 
скелетных мышечных волокон является од
ним из общих морфологических изменений 
скелетной мышечной ткани при наследственных 
миопатиях, хотя процентное соотношение 
размеров волокон разного типа может значи
тельно различаться (Clarke et al., 2011). При 
выраженной разнице размеров в  отсутствие 
гистологически обнаруживаемых включений 
ставится диагноз врожденной диспропорции 
типов мышечных волокон (CFTD), который 
может быть впоследствии изменен на другой 
диагноз при обнаружении кэпструктур, не
ма ли новых телец или других клеточных 
включений. Механизмы формирования патоло
гических клеточных структур остаются не 
исследованными.

Для наследственных миопатий описаны 
доминантные и  рецессивные мутации по 
крайней мере в  12 генах. Во многих случаях 
наследственные миопатии можно рассматривать 
как заболевания тонких филаментов, посколь
ку мутации вызывают нарушение структуры 
и функции белков тонких филаментов, снижают 
стабильность тонких филаментов и  сродство 
актинсвязывающих белков к  актину, а  также 
вызывают дезорганизацию компартментов 
мышечных волокон и агрегацию белков (Martilla 
et al., 2012).

Хорошо известно, что сокращение мыш
цы обеспечивается циклическим связыванием 
миозиновых головок с  актином и  их отсо
еди нением, и  основная регуляция это го 
взаимодействия осуществляется располо жен
ным на актине тропонин‒тропомиозиновым 
комплексом Са2+зависимым образом (Gor
don et al., 2000). Увеличение концентра
ции саркоплазматического Са2+ при нерв
номышечной активации вызывает конфор
мационные перестройки тропонинового 
комплекса, состоящего из трех субъединиц, 
что приводит к  смещению тропомиозиновых 
тяжей на актине. Поскольку тропомиозин 

взаимодействует с  актином за счет электро
статических связей (Lorenz et al., 1995), легко 
представить, что он изменяет свое расположение 
относительно сайтов связывания миозиновой 
головки с  актином, стерически закрывая или 
открывая к  ним доступ для миозина. Кро
ме того, сам актин испытывает конформаци
онные перестройки (Oosawa et al., 1972; Popp 
et al., 1991) и  изменения пространственной 
организации миозинсвязывающего сайта 
(Boro vikov, 1999) и  помогает регуляторному 
комплексу ингибировать или активировать 
сильное связывание миозина с актином. Область 
взаимодействия миозина с  актином занимает 
большую площадь и  испытывает значительные 
перестройки в  обоих белках; в  том числе 
происходит захлопывание актинсвязывающей 
щели (Llinas et al., 2015). Связывание молеку
лы АТФ в  активном центре головки миозина, 
сильно связанной с  актином, приводит к  от
соединению миозина от актина и  повторению 
АТФазного цикла. С понижением концентрации 
Са2+ тонкие филаменты переходят обратно 
в  состояние, при котором сильное связывание 
миозина с  актином затруднительно (Lehman, 
Rynkiewicz, 2023).

Имеющиеся данные о  конформационных 
перестройках актина позволяют предполагать, 
что актин может находиться, по крайней 
мере, в  двух конформационных состояниях  –
выключенном и  включенном, в  зависимости 
от его способности активировать АТФазную 
активность миозина. При низкой концентрации 
Са2+ актин находится в  выключенной кон
формации (Borovikov, 1999; Borovikov et al., 
2018); тропомиозиновые тяжи на актиновых 
филаментах смещены ближе к  их периферии, 
а  взаи модействие актина с  миозином слабое. 
В  этом случае тонкий филамент находится 
в  блокирующем функциональном состоянии 
(Lehman, Rynkiewicz, 2023). При высо
кой концентрации Са2+ тропомиозиновые 
тяжи смещаются ближе к  центру актинового 
филамента; актин переходит во включенное 
конформационное состояние, и  весь тонкий 
филамент принимает сначала закрытое, 
а  потом открытое функциональное состояние 
(Vibert et al., 1997; Gordon et al., 2000). 
В  соответствии с  функциональным состоянием 
тонких филаментов различают три позиции 
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тропомиозина  – блокирующую, закрытую 
и  открытую.

Модуляторы функции миозина и тропонина, 
способные влиять на АТФазную активность 
миозина и  Ca2+чувствительность мышечного 
волокна, могут рассматриваться в  качестве 
фармакологических агентов для лечения 
пер  вичных причин заболеваний скелетной 
мускулатуры (Claasen et al., 2023). Для 
использования этих модуляторов необходимо 
выяснить механизмы нарушения мышечного 
сокращения вследствие мутаций в  генах мы
шечных белков. При нарушении расслабле
ния в  мышечном волокне может остаться 
аномальное количество миозиновых поперечных 
мостиков, образующих с  актином сильную 
форму связывания. Такие мостики не способны 
эффективно проходить АТФазный цикл. При 
недостаточной активации поперечных мостиков 
их способность формировать сильную форму 
связывания, напротив, снижается. В  норме 
же тропонин и  тропомиозин определяют 
возможность миозина сильно связываться 
с актином при прохождении АТФазного цикла. 
Тропонин является непосредственным сенсором 
Ca2+, а  тропомиозин обеспечивает доступ 
миозиновых головок к  актину согласно Са2+
сигналу и  высокую кооперативность активации 
мышечного сокращения и  релаксации (Moore 
et al., 2016).

Цель настоящей работы заключалась в  ис
сле довании влияния аминокислотной замены 
Glu150Ala в  γизоформе тропомиозина 
медленных скелетных мышц Tpm3.12, связанной 
с  кэпмиопатией и  CFTD, на механизмы взаи
модействия мышечных белков, а  также поиск 
путей восстановления сократительной функции 
мышечной ткани. Данная аминокислотная заме
на происходит в  с-положении гептапептидного 
повтора, что указывает на ее расположение на 
наружной поверхности молекулы (Moraczewska, 
2020). Предполагается, что остатки 150‒180 
тропомиозина играют ключевую роль в  запуске 
конформационных изменений, необходимых 
для полной активации актинового филамента 
(Sakuma et al., 2006). Аминокислотная замена 
Glu150Ala как в  одной, так и  в  обеих цепях 
тропомиозина (Borovikov et al., 2018; Matyushenko 
et al., 2020), может приводить к  развитию 
гиперсократительного фенотипа (Marston et 
al., 2013). Мы предположили, что аномальная 

активация тонких филаментов в  присутствии 
замены Glu150Ala может быть потенциальной 
терапевтической мишенью и  оценили воз
можность восстановления сократительной 
функ ции с  использованием ингибитора тро
понина  – биологически активного вещества 
галлата эпигаллоткатехина (EGCG).

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Использованные реактивы: Nйодоаце
тилNʹ(5сульфо1нафтил)этилендиамин 
(1,5IAEDANS; Molecular Probes, Орегон, 
США); αхимотрипсин, АТФ, АДФ, ЭДТА 
(Sigma–Aldrich, Миссури, США); EGCG (Merck, 
Дармштадт, Германия).

Выделение и  очистка белков. С  исполь
зованием метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) была наработана кДНК человека, 
несущая ген TPM3, кодирующий изоформу 
тропомиозина медленных скелетных мышц 
Tpm3.12 (UniProtcode: P06753). Отсутствие 
ацетилирования и  как следствие сниженное 
сродство рекомбинантного тропомиозина 
к  актину компенсировали включением Nкон
цевой вставки, кодирующей дополнительную 
последовательность аминокислот Met–Ala–Ser. 
Полученной конструкцией трансформировали 
клетки Escherichia coli штамма BL21(DE3)pLysS 
(Invitrogen, Массачусетс, США). Для внесения 
точечных мутаций в  последовательность ге на 
тропомиозина использовали метод на прав ленного 
мутагенеза, основанный на двух стадийной ПЦР. 
Рекомбинантный белок очищали с  помощью 
анионообменной хрома тографии.

Миозин и тропонин выделяли из медленных 
скелетных мышц (Spudich, Watt, 1971; Margossian, 
Lowey, 1982; Potter, 1982). Исследования с при
менением животных проводили в  соответствии 
с  Руководством Национального института 
здраво охранения по уходу и  использованию 
лабораторных животных (http://oacu.od.nih.gov/
regs/index.htm). Головки миозина (субфрагмент1 
миозина или S1) получали расщеплением миози
на αхимотрипсином при 25 °С в течение 20 мин 
(Okamoto, Sekine, 1985). Специфи ческую моди
фикацию S1 осуществляли с  исполь зованием 
флуоресцентного зонда 1,5IAEDANS (Borejdo, 
Putnam, 1977; Borovikov et al., 2009). Концен
трацию красителя подбирали таким образом, 
чтобы соотношение красителя и  белка состав
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ляло не более 1:1 для предотвращения неспец
ифической модификации других цистеиновых 
остатков миозина.

Подготовка модельных мышечных воло
кон. Изучение конформационных перест роек 
миозина проводили на «теневых» волок нах, 
выделенных из m. psoas кролика с  реконст ру
ированными регуляторной и  сократительной 
системами (Borovikov, Gusev, 1983; Borovikov 
et al., 2017). Теневые волокна на 80‒90% 
состояли из фибриллярного актина, на 100% 
идентичного актину скелетной мускулатуры 
человека. Реконструкцию регуляторной сис
темы осуществляли с  использованием реком
бинантного тропомиозина и  тропонина из 
медленной скелетной мускулатуры кролика. 
Сократительный аппарат восстанавливали 
с  использованием S1, способного проникать 
через мембрану теневого волокна и  изменять 
свою конформацию при связывании нуклео
тидов и  аналогов АТФ (Borovikov et al., 2009). 
Инкубация мышечных волокон в  растворе, 
содержащем S1 в  концентрации 2.2  мг/мл на 
протяжении двух часов приводила к связыванию 
S1 с  актином в  молярном соотношении 1 : 2.8 
(±0.4) в отсутствие тропомиозина и 1 : 4.2 (±0.3) 
в  присутствии тропомиозина.

Включение мутантного тропомиозина 
в  тонкие филаменты отслеживали с  помощью 
флуоресцентной метки 5IAF и  конфокаль
ного микроскопа Olimpus FLUOVIEW FV3000 
(Karpicheva et al., 2016).

Белковый состав мышечных волокон 
контролировали методом электрофореза в поли
акриламидном геле с  использованием камеры 
MiniPROTEAN® Tetra (BioRad, Калифорния, 
США) с последующим анализом гелей в системе 
гельдокументирования ChemiDocMP (BioRad, 
Калифорния, США) и  в  программе ImageLab 
(версия 6.0.0).

Поляризационная микрофлуориметрия. По 
ля ризационную флуоресценцию зонда 
1,5IAEDANS, связанного с  707 остатком ци
стеина в  SH1спирали S1, измеряли в  стацио
нарных экспериментах в теневых волокнах с ис
пользованием проточной камеры с  помощью 
поляризационного микрофлуориметра (Boro vikov 
et al., 2004). Для возбуждения флуоресценции 
1,5IAEDANS использовали длину волны 407  ± 
5 нм; регистрацию осуществляли в  диапазоне 
500‒600 нм, измеряя 4 компонента интенсивно

сти поляризованной флуоресценции: ǁIǁ, ǁI⊥, ⊥I⊥ 
и  ⊥Iǁ. Индексы ǁ (параллельно) и  ⊥ (перпенди
кулярно) обозначают направление поляризации 
относительно оси мышечного волокна. Первый 
индекс указывает на направление поляризации 
падающего света, второй – на направление поля
ризации излучаемого света. Во всех эксперимен
тах величина фоновой флуоресценции, получен
ная для теневых волокон, была на 2–3  порядка 
ниже интенсивности флуоресценции мышечных 
волокон, содержащих S1AEDANS; при обработ
ке полученных данных эти значения учитывались.

Анализ экспериментальных данных осущест
вляли модельзависимым методом (Yanagida, 
Oosawa, 1978; Kakol et al., 1987; Borovikov et al., 
2004), согласно которому в  мышечном волокне 
существует две популяции флуорофоров: упоря
доченные флуорофоры (в  количестве 1–N), ос
цилляторы поглощения и  излучения которых 
расположены под углами ФА и ФЕ относительно 
оси мышечного волокна соответственно, и хао
тически расположенные флуорофоры в  ко ли

честве N, число которых отражает под виж ность 
миозиновой головки. Подвижность флуорес
центной метки в  головке миозина оце нивали 
величиной угла γ между диполями поглощения 
и  излучения зонда (Borovikov et al., 2004).

Измерения флуоресценции проводили 
в  отсутствие нуклеотидов, в  присутствии 3 мМ 
MgАДФ и  5 мМ MgАТФ для моделирования 
стадий цикла гидролиза АТФ: AM, AM^•ADP 
и  AM*•ATP соответственно, где А  – актин, 
M^и  М*  – разные конформационные состоя
ния миозина.

С помощью модельзависимого мето да 
определяли следующие параметры поляри
зованной флуоресценции: ориентацию диполей 
излучения флуоресцентной метки (ΦE) и  чис
ло дезориентированных флуорофоров (N) 
(Borej do, Putnam, 1977; Roopnarine, Thomas, 
1996). С  помощью этих параметров оценива
ли изменения характера связывания головок 
миозина с  актином, в  частности относительное 
количество поперечных мостиков, сильно 
связанных с  Fактином, и  их подвижность 
(Boro vikov et al., 2009).

Для моделирования функциональных состо
яний тонких филаментов мышечное волокно 
инкубировали в  ряде растворов, содержащих 
5 мМ ЭГТА для связывания свободных ионов 
кальция или 5 мМ ЭГТА и  4.5 мМ CaCl2 для 
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моделирования повышения концентрации Са2+ 

до 10–5 M, что соответствует физиологическим 
пока зате лям при активации сокращения. Эф
фект модулятора функции тропонина оценивали 
путем добавления к  волокну 30 мкМ EGCG. 
Для каждого конформационного состояния 
было проведено 20‒25 измерений в  4‒5  тене
вых волокнах. Статистическую значимость 
изменений в экспериментах оценивали попарно 
(в присутствии мутантного тропомиозина и тро
помиозина дикого типа; в  отсутствие и  в  при
сутствии EGCG) с  использованием tкритерия 
Стьюдента; различия считали достоверными 
при уровне значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Ключевые особенности подхода, позволяющего 
получать данные о конформационных перестройках 
миозина в одиночном мышечном волокне. Данные 
о  конформационных перестройках головок 
миозина, меченных флуоресцентным зондом 
1,5IAEDANS, получали непосредственно в мы
шечном волокне при моделировании разных 
функциональных состояний тонких филаментов 
и  стадий АТФазного цикла. Замена Glu150Ala 
в  тропомиозине не препятствовала включению 
белка в  состав тонких филаментов (рис. 1). 
Следовательно, мутантный тропомиозин может 
действовать в тонких филаментах как токсичный 
белок и  изменять механизмы регуляции актин‒
миозинового взаимодействия. Как показало 
высокоскоростное соосаждение тропомиозина 
с  Fактином, замена Glu150Ala не снижает 
сродства тропомиозина к  актину (Matyushenko 
et al., 2020).

Ранее было показано, что модификация S1 
флуоресцентной меткой существенно не влияет 
на сродство миозина к  актину (Borovikov et al., 
2015). Встраивание S1 в мышечное волокно вы
зывало появление поляризованной флуоресцен
ции. Модельные мышечные волокна считали 
полностью функциональными, если параметры 
поляризованной флуоресценции S1AEDANS 
изменялись при изменении концентрации Са2+ 

и  при добавлении АДФ и  АТФ. Это означало, 
что мышечные белки сохраняли способность 
к  конформационным перестройкам, которые 
лежат в  основе генерации силы. При низкой 
концентрации Ca2+ и  при добавлении 
АТФ моде лировали состояние деактивации 

сократительного аппарата, при высокой кон
центрации Са2+ и в отсутствие нуклеотидов или 
в  присутствии АДФ моделировали состояние 
активации сократительного аппарата.

Поскольку флуоресцентный зонд специфично 
связывался с  SH1спиралью, то изменения 
ориентации диполей зонда и  их подвижности 
рассматривали как изменения ориентации 
и  подвижности этой спирали.

Головка миозина в  течение АТФазного 
цикла претерпевает конформационные пере
стройки (Borovikov et al., 2009). Ранее было 
показано, что SH1спираль изменяет свою 
ориентацию при переходе из слабой формы 
связывания с  актином в  сильную. Методом 
электронной микроскопии показано, что мо
торный домен головки миозина наклоняет
ся к  актиновому филаменту при образовании 
сильного связывания с  актином. При этом 
диполи флуоресцентной метки 1,5IAEDANS, 
прикрепленной к  Cys707 SH1спирали головки 

Рис. 1. Контрольная электрофореграмма связывания 
Glu150Alaмутантного тропомиозина (Glu150Ala 
Тпм) с  актином. 
Из мышечных волокон (дорожка 1) были экс
трагированы миозин и  регуляторные белки для 
получения теневых волокон, тонкие филаменты 
в которых были реконструированы тропомиозином 
(дорожка 3), а  затем тропонином. Изолированные 
тропомиозин и  актин показаны на дорожках 2 и  4 
соответственно.
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миозина, наклоняются также к  оси мышечного 
волокна. При добавлении в мышечное волокно 
АДФ при высокой концентрации Ca2+ значения 
угла диполей метки оказываются наименьшими, 
что говорит о  повороте SH1спирали, значения 
количества дезориентированных флуорофоров 
также наименьшие, что свидетельствует об им
мобилизации головки миозина.

При слабом взаимодействии миозина с  ак
тином головка миозина отдаляется от актина, 
при этом угол диполей красителя увеличивается, 
достигая максимального значения при добав
лении АТФ при низкой концентрации Ca2+. 
Количество дезориентированных флуорофоров 
увеличивается, а  анизотропия флуоресценции 
снижается, поскольку слабо связанная головка 
очень подвижна. Одновременно в  мышечном 
волокне головки миозина могут быть в  раз ных 
функциональных состояниях, то есть наблю
дается несколько популяций миозиновых 
головок. Таким образом, анализ ориентации 
SH1спирали может предоставить информацию 
о  конформационном состоянии всей головки 
миозина и  характере ее связывания с  актином.

При моделировании перехода от слабой 
формы связывания к  сильной диполи флуо
рофоров S1AEDANS поворачиваются на 
несколько градусов. Высокая специфичность 
окрашивания препарата миозина, а также высо
кое качество используемых белков позволяли 
получить амплитуду изменений в  ориентации 

SH1спирали миозина до 11 град. (Borovikov 
et al., 2009). Одновременно сравнивали две 
модельные системы, в одной из которых присут
ствовал тропомиозин дикого типа (WT), в  дру
гой  – мутантный белок. Затем к  мутантному 
тропомиозину добавляли ингибитор тропонина 
EGCG и  выявляли эффекты этого соединения. 
Результаты измерений флуоресценции пред
ставлены в  виде гистограмм значений угла 
ори ен тации диполей излучения красителя (ΦE) 
и  количества дезориентированных флуоро
форов  (N).

Замена Glu150Ala в  тропомиозине активирует 
образование сильной формы связывания 
миозиновых мостиков с  актином. Характерная 
картина изменений значений ΦE для S1
AEDANS наблюдалась при измерении пара
метров флуоресценции в  мышечных волокнах, 
содержащих WTтропомиозин Tpm3.12 в составе 
тонких филаментов (рис. 2, голубые и  синие 
столбики). При этом наблюдали снижение 
значений ΦE в  диапазоне 1.0‒2.1 град. при 
создании активирующих условий для тонких 
филаментов, то есть при увеличении концен
трации ионов кальция и  связывании с  акти
ном головок миозина в  отсутствие нуклеоти
дов и  в  присутствии АДФ. Если изменение 
концентрации Ca2+ имело модулирующее 
действие на конформационные перестройки 
в об ласти SH1спирали миозина, то нуклеотиды 
АДФ и  АТФ вызывали больший эффект, 

Рис. 2. Влияние замены Glu150Ala в  тропомиозине на значение угла ориентации диполей излучения ΦE S1
AEDANS в  мышечных волокнах, содержащих регулируемые тонкие филаменты, в  отсутствие и  в  присутствии 
ингибитора тропонина EGCG. 
Измерения проводили при низкой (10–8 М) и  высокой (10–5 М) концентрации ионов Са2 в  отсутствие 
нуклеотидов (+  Тропонин) и  в  присутствии АДФ и  АТФ. Изменения значений ФЕ между мышечными 
волокнами, содержащими тропомиозин дикого типа (WTтропомиозин) и  тропомиозин с  заменой Glu150Ala 
(Glu150Alaтропомиозин) (*), а  также между мышечными волокнами, содержащими тропомиозин с  заменой 
Glu150Ala в  отсутствие и  в  присутствии EGCG (#) достоверны при P < 0.05.
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провоцируя наклон SH1спирали к оси волокна 
на 8.6 град. при переходе от слабой формы 
связывания к  сильной.

Присутствие в  тропомиозине замены 
Glu150Ala влияло на характер изменений ΦE 
(рис. 2, розовые и красные столбики). Значение 
ΦE больше не реагировало на изменение 
концентрации Ca2+ в  мышечном волокне 
в  отсутствие нуклеотидов и  в  присутствии 
АДФ. То есть присутствие мутантного тро
по миозина ингибировало характерные при 
увеличении Ca2+ конформационные пере
стройки миозина в  области SH1спирали; 
повидимому, нарушалась передача Ca2+сиг
нала с  тропонинового комплекса на миозин. 
Кроме того, при моделировании каждой ста
дии АТФазного цикла значение ΦE сни
жалось, что типично для наклона SH1спи
рали миозина к  оси мышечного волокна при 
образовании сильной формы связывания 
с  ак тином. В  присутствии ATФ значение ΦE 
также снижалось (на 2.3‒3.1 град.), что указы
вало на то, что в  мышечном волокне остава
лось больше миозиновых головок в  сильной 
форме связывания. В целом при моделировании 
перехода от слабой формы связывания к  силь
ной SH1спираль миозина поворачивалась 
азимутально на 6.1 град. (в  отличие от 8.6 град. 
для WTтропомиозина) в основном за счет инги
бирования перехода в слабую форму связывания 
миозиновых головок в  присутствии мутантного 

тропомиозина. Таким образом, конформацион
ные переходы миозина были выражены слабее 
в  присутствии мутантного тропомиозина.

Выводы об увеличении числа головок 
миозина в  сильной форме связывания под
тверждались данными об уменьшении коли
чества дезориентированных флуорофоров 
(N, рис. 3), которое может наблюдаться при 
иммобилизации миозиновых головок. Для мы
шечных волокон, содержащих WTтропоми
озин, наблюдали слабую дезориентацию проб 
при высокой концентрации ионов кальция 
(значения N низкие: 0.17‒0.18 отн. ед.). Вели
чина N повышалась при низкой концентрации 
Ca2+ (до 0.27‒0.28 отн. ед.) и достигала наиболь
шего значения в  присутствии ATФ (0.46 отн. 
ед.). Для мышечных волокон, содержащих му
тантный тропомиозин, значение N аномально 
снижалось при низкой концентрации ионов 
кальция (до 0.15 отн. ед.) и в присутствии АТФ 
(до 0.13 отн. ед.). Такое снижение значений 
N характерно для образования конформации 
миозина, имеющей множественные связи 
с  актином, ограничивающие ее подвижность. 
Данные об ориентации SH1спирали миозина 
в  совокупности с  данными о  подвижности S1 
свидетельствуют об увеличении популяции 
миозиновых головок в  сильной форме связ ы
вания с  актином и  ингибировании Са2+чув
ствительности конформационных перестроек 

Рис. 3. Влияние замены Glu150Ala в тропомиозине на количество дезориентированных флуорофоров 1,5IAEDANS, 
связанных с  SH1спиралью миозина (N) в  мышечных волокнах, содержащих регулируемые тонкие филаменты, 
в  отсутствие и  в  присутствии ингибитора тропонина EGCG. 
Измерения проводили при низкой (10–8 М) и высокой (10–5 М) концентрации ионов Са2 в отсутствии нуклеотидов 
(+ Тропонин) и в присутствии АДФ и АТФ. Изменения значений N между мышечными волокнами, содержащими 
тропомиозин дикого типа (WTтропомиозин) и  тропомиозин с  заменой Glu150Ala (Glu150Alaтропомиозин) 
(*), а  также между мышечными волокнами, содержащими тропомиозин с  заменой Glu150Ala в  отсутствие 
и  в  присутствии EGCG (#) достоверны при P < 0.05.
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миозина в  присутствии замены Glu150Ala 
в  тропомиозине.

Ранее с  помощью анализа подвижности 
in vitro было показано, что мутация снижает 
скорость движения миозиновых головок на 
25‒35% (Matyuschenko et al., 2020). Иссле
дования in vivo на трансгенных Danio rerio 
демонстрировали снижение скорости плавания 
рыб на 7 сут после оплодотворения (Hsu et al., 
2021). Снижение скорости может быть напрямую 
связано с  ингибированием конформационных 
переходов миозина вследствие неправильной 
передачи Ca2+сигнала. Несмотря на увеличение 
числа сильно связанных головок миозина, не 
следует ожидать усиления сократительной 
функции мышечных волокон, так как для 
нее необходима эффективная работа миозина 
и  полный конформационный переход от 
слабой формы связывания к  сильной. В  случае 
мутации, с  одной стороны, увеличивалось 
количество миозиновых головок в  сильной 
форме связывания при низком уровне Ca2+, 
с  другой стороны ‒ подавлялась Ca2+чув
ствительность конформационных переходов 
миозина. Нарушения могут происходить 
в  процессе приема Са2+сигнала мутант
ным тропомиозином с  тропонином или (и) 
вследствие изменения взаимодействия между 
мутантным тропомиозином и  миозином.

Влияние ингибитора тропонина EGCG на 
конформационное состояние головок миозина 
в  мышечном волокне в  присутствии мутантного 
тропомиозина. Наши ранее полученные 
данные (Borovikov et al., 2018) и  настоящая 
работа дают представление о  потенциальных 
мишенях, на которые можно воздействовать 
для восстановления сократительной функ
ции в  присутствии мутации Glu150Ala 
в  Tpm3.12. Такими мишенями может служить 
ингибирование сильных форм связывания 
мио зина с  актином и  снижение Са2+чувст
вительности тропонинтропомиозиновой регу
ляции.

Мы оценили эффекты биологически ак
тивного соединения зеленого чая EGCG, ко
торое, как известно, ингибирует аномальную 
чувствительность к  Ca2+ в  изолированных 
волокнах сердца в  модели гипертрофической 
кардиомиопатии (Tadano et al., 2010). EGCG 
обладает выраженной антиоксидантной, про
тиво опухолевой, кардиопротекторной и  проти

вовирусной активностью (Chakrawarti et al., 2016). 
В  in vitro исследованиях EGCG стабилизировал 
структурную целостность тонких филаментов 
и  способствовал восстановлению некоторых 
аспектов сокращения, нарушенных мутациями 
в  субъединицах С  и  I тропонина, связанных 
с  кардиомиопатиями (Hassoun et al., 2021). Та
ким образом, EGCG является потенциальным 
фармакологическим агентом для восстановления 
сократительной функции при значительном 
увеличении Са2+чувствительности.

Поскольку флуоресценция S1AEDANS 
высокочувствительна к  изменению концент
рации Са2+ и  к  характеру связывания миозина 
с актином, можно оценить эффект модуляторов 
тропонина и  миозина непосредственно в  упо
рядоченной системе мышечного волокна. 
Анализ поляризованной флуоресценции зонда 
1,5IAEDANS, специфически связанного 
с  Cys707 S1, обнаружил в  присутствии EGCG 
изменения параметров ΦE и  N. В  мышечных 
волокнах, содержащих мутантный тропомиозин 
(рис. 2, 3, оранжевые и  зеленые столбики), 
при низкой концентрации Са2+ в  состояниях 
цикла актин‒миозин и  актин‒миозин‒AДФ 
происходило повышение параметров ΦE, что 
характерно для отклонения головок миозина 
от оси мышечного волокна, хотя значение 
и  не достигало значения ΦE, полученного 
в  присутствии WTтропомиозина. EGCG 
оказывал эффект и при высокой концентрации 
Са2+, не восстанавливая в итоге Са2+зависимые 
конформационные переходы миозина.

При моделировании слабой формы свя
зывания миозина с  актином (в  присутствии 
АТФ) EGCG оставлял значения ΦE низкими, 
что характеризовало наклон головок к  оси 
мышечного волокна и  задерживание головок 
миозина в сильной форме связывания с актином. 
Значения ΦE изменялись при переходе от 
слабой формы связывания к  сильной на 
5.7  град, то есть EGCG существенно (на 34%) 
ингибировал конформационные перестройки 
головок миозина, не позволяя поперечным 
миозиновым мостикам эффективно проходить 
стадии АТФазного цикла.

Добавление EGCG при моделировании 
сильных форм связывания миозина с  актином 
снижало количество дезориентированных 
флуорофоров до 0.09 отн. ед. Это указывает 
на то, что миозин был существенно иммоби
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лизован на актине и  подвижность мало 
зависела от изменения концентрации Са2+, 
как и  в  отсутствие EGCG. Однако в  присут
ствии ATФ значения N увеличивались, что 
говорит о  некотором увеличении подвижности 
миозиновых головок.

Известно, что EGCG связывается с  тро
по нином C вблизи сайта связывания сенси
билизатора кальция EMD 57033, хотя 
и  с  меньшим сродством (Botten et al., 2013). 
В  присутствии тропонина I катехин EGCG 
образует тройной комплекс, заякоривается 
на E и  Hспиралях тропонина С,  ослабляет 
сродство тропонина  С  к  тропонину I и  таким 
образом передает ингибирующий сигнал вдоль 
всего тонкого филамента. Флуоресценция S1
AEDANS не изменялась в отсутствие тропонина 
под действием EGCG, но изменялась в его при
сутствии (данные не приведены). Следовательно, 
EGCG связывается с  тропонином С  и  передает 
сигнал через тропонин I к тропомиозину и далее 
к  актинмиозиновому комплексу.

На основании вышеизложенного мы ис
поль зовали измерения поляризованной флуо
ресценции метки в  SH1спирали головки ми
озина, чтобы исследовать влияние замены 
Glu150Ala в тропомиозине, связанной с кэпми
опатией и  CFTD, на конформационные пере
ходы миозина между различными состояния
ми АТФазного цикла. Аминокислотная замена 
Glu150Ala приводила к аномальному увеличению 
числа миозиновых головок в  сильной фор
ме связывания даже при моделировании 
расслабления мышечного волокна. Отсутствие 
одного из солевых мостиков вследствие замены 
Glu150 на Ala в  тропомиозине запускает 
переключение тропонина I на связывание 
с  актином, а  не с  тропомиозином, что позво
ляет тропомиозину покинуть блокирующую 
позицию, и  активирует прочное связывание 
головки миозина с  актином.

Впервые показано, что ингибитор тропонина 
EGCG способен модулировать регуляторную 
функцию тропонинтропомиозиновой сис темы 
в  скелетном мышечном волокне, одна ко его 
применение не приводит к полной нормализации 
регуляции актин‒миозинового взаимодействия 
в присутствии тропомиозина с заменой Glu150Ala. 
Тем не менее резуль таты работы имеют важное 
значение для понимания механизмов регуляции 
мышеч ного сокращения и  дальнейшего нап

равления исследований. Показана важность 
баланса конформационных состояний актин
мио зи нового комплекса в  АТФазном цикле 
и  опи саны детали регуляторной функции 
тропонина и  тропомиозина. Оказалось, что не
достаточно скорректировать силу связывания 
миозина с  актином при низких концентрациях 
Са2+. Обязательным условием для нормализации 
сократительной функции является сохранение 
эффективности работы поперечных мостиков, то 
есть прохождение ими полного АТФазного цикла. 
Проблема применения EGCG в  отношении 
Glu150Alaмутантного тропомиозина заключается 
в  ингибировании конформационных перестроек 
миозина от слабой формы связывания с актином 
к  сильной, поскольку EGCG влияет на каждую 
стадию АТФазного цикла. Возможным решением 
проблемы может служить модификация 
соединения или его применение совместно 
с  другими модуляторами функции миозина или 
тропонина.
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GREEN TEA CATECHIN EGCG IS ABLE TO PARTIALLY RESTORE  
THE REGULATION OF MUSCLE CONTRACTION  

BY THE TROPONIN-TROPOMYOSIN COMPLEX, IMPAIRED  
BY THE GLU150ALA SUBSTITUTION IN gamma-TROPOMYOSIN
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A number of point mutations has been identified in the genes of contractile and regulatory proteins of skeletal 
muscle that can lead to dysfunction of muscle tissue. The molecular mechanisms of muscle contraction in 
the presence of mutant muscle proteins in the sarcomere remain poorly understood. In the current study, we 
examined the impact of the glutamatetoalanine substitution at position 150 (Glu150Ala) of γtropomyosin 
associated with cap disease and fibertype disproportion in humans on the molecular mechanisms of troponin
tropomyosinrelated regulation of muscle contraction in a single muscle fiber. It is believed that tropomyosin 
residue Glu150 is not directly involved in the interaction of tropomyosin with actin and myosin interactions; 
however, according to structural models of thin filaments under low Ca2+ conditions, this residue is located 
close to site of binding with the Cterminal domain of troponin I. To assess the performance of myosin heads 
in the presence of Glu150Ala mutant tropomyosin, we measured the polarized fluorescence of 1,5IAEDANS 
probe bound to the SH1helix of myosin. The obtained results indicate an abnormal increase in the number 
of myosin heads strongly bound to actin during relaxation of muscle fibres containing Glu150Ala mutant 
tropomyosin. It has been shown that the green tea catechin epigallocatechin gallate (EGCG), known as 
a modulator of troponin function, inhibits the premature transition of myosin heads into a state of strong 
actin binding, and thus weakens the damaging effect of the mutation. However, EGCG does not completely 
restore the effective behavior of myosin crossbridges during the ATPase cycle.

Keywords: regulation, muscle contraction, ATPase cycle, tropomyosin mutations, congenital myopathies, 
conformational changes, Ca2+sensitivity, epigallocatechin gallate


