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О.Е.Пронина (5 курс, каф. ФХОМ), Ю.С.Боровиков, д.б.н., зав. лаб. МОКП.  
 

ВЛИЯНИЕ КАЛЬДЕСМОНА И НУКЛЕОТИДОВ НА СВЯЗЫВАНИЕ СУБФРАГМЕНТА 1 
МИОЗИНА С АКТИНОМ В ТЕНЕВЫХ МЫШЕЧНЫХ ВОЛОКНАХ 

Известно, что в основе мышечного сокращения лежит взаимодействие миозина, актина 
и АТР. В цикле гидролиза АТР актомиозином различают две наиболее важные формы 
связывания актина с миозином: “сильную” и “слабую”. Считается, что миозиновые мостики 
развивают силу при переходе от “слабой” к “сильной” форме их связывания с актином. 
Регуляция сокращения гладких мышц осуществляется Ca2+-кальмодулин-зависимым 
фосфорилированием регуляторных легких цепей миозина. Имеется достаточно оснований 
считать, что белок тонких нитей кальдесмон также участвует в этой регуляции. Так было 
показано, что кальдесмон ингибирует ATPазную активность скелетного и гладкомышечного 
миозина [1-3], подвижность актиновых филаментов in vitro [4,5] и генерацию силы в 
демембранизированных мышечных волокнах [6,7]. Кроме того показано, что в отсутствие 
нуклетидов кальдесмон ослабляет связывание между головками миозина и Ф-актином [8]. 
Однако молекулярные мезанизмы регуляции кальдесмоном сокращения гладких мышц 
изучены недостаточно. 

В настоящей работе изучалось влияние кальдесмона на связывание головок 
миозиновой молекулы с комплексом актин-тропомиозин в отсутствие и присутствии  
MgADP, MgAMP-PNP, MgATP-γS и MgATP, используя метод поляризационной 
микрофлуориметрии. Измеряли поляризованную флуоресценцию 1,5-IAEDANS, 
специфически связанного с Cys-707 субфрагмента 1 миозина (S-1), которую возбуждали 
светом с длиной волны 489+5 нм и измеряли в диапазоне 500-600 нм.  Регистрировали 
четыре составляющие интенсивности флуоресценции ||I||, ||I⊥, ||I|| и ||I⊥ и определяли углы 
между осью Ф-актина и осями осцилляторов поглощения и излучения ФА и ФЕ и 
относительное количество хаотически расположенных флуорофоров N [9, 12]. Изменения 
этих параметров рассматривали как показатель конформационных перестроек субфрагмента 
1 миозина. Статистическую достоверность изменений оценивали с помощью критерия 
Стьюдента. 
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Рис. 1. Изменения ФЕ на различных интермедиальных стадиях 
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Работа выполнена на мышечных волокнах, лишенных тропомиозина, тропонина и 
миозина. Такие волокна содержат 80% актина и называются теневыми. Реконструировали 
тонкие регуляторные нити [8] и декорировали их S-1 миозина. Для моделирования 
интермедиальных стадий цикла гидролиза АТР - M ·ADP, M’·ADP, M**·ADP·Pi и M*·ATP - 
использовали MgADP, MgAMP-PNP, MgATP- S и MgATP соответственно [10, 11]. Показано, 
что нуклеотиды значительно изменяют параметры флуоресценции S-1-1,5-IAEDANS. В 
присутствии MgADP величины ФА, ФЕ и N уменьшаются (рис. 1). Согласно интерпретации, 
предложенной ранее [12], такие изменения поляризационных параметров свидетельствуют о 
формировании “сильной” формы связывания миозина с актином. В противоположность 
этому, MgATP и MgATP-γS инициируют образование “слабой” формы связывания, 
поскольку значения параметров флуоресценции увеличиваются. Оказалось, что 
присоединение кальдесмона вызывает увеличение ФА, ФЕ и  N. Это указывает на то, что  
кальдесмон  инициирует конформационные изменения субфрагмента 1, характерные для 
формирования “слабой” формы связывания миозина с актином.  

Таким образом, каждой интермедиальной стадии цикла гидролиза АТР соответствует 
определенное структурное состояние головок миозиновой молекулы. Кальдесмон 
модулирует влияние нуклеотидов, сдвигая взаимодействие миозина с актином в сторону 
“слабой” формы связывания. 
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