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I. ВВЕДЕНИЕ

Дифференциальная сканирующая калориметрия (ДСК) является
самым прямым и наиболее эффективным методом регистрации про,
цесса тепловой денатурации белка [80, 81, 86, 89]. В последнее время
этот метод интенсивно применяется многими исследователями для
изучения самых разных белков. Структурные перестройки, происхо,
дящие в белках при моделировании процессов их функционирова,
ния, существенным образом отражаются на тепловой денатурации
белка. Вследствие этого применение метода ДСК позволяет в ряде
случаев получать очень ценную (и зачастую уникальную) информа,
цию о конформационных изменениях, происходящих в молекуле
белка при ее функционировании. Мышечные белки на протяжении
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многих лет были одним из излюбленных объектов для калориметри,
ческих исследований. Достаточно сказать, что один из основополож,
ников современной сканирующей калориметрии П.Л.Привалов начи,
нал свою научную деятельность именно с изучения методом ДСК
тепловой денатурации мышечных белков – стержневой части мио,
зина, тропомиозина, актина и тропонина С [11, 12, 79, 80, 93].

На протяжении последних 15 лет метод ДСК успешно применя,
ется в нашем научном коллективе для структурно,функциональных
исследований миозина, актина и тропомиозина – главных белков
множества различных систем биологической подвижности, включая
все типы мышц. Циклическое взаимодействие головок молекул
миозина с актиновыми филаментами, сопровождаемое гидролизом
АТР в головках и регулируемое тропомиозином, лежит в основе
молекулярного механизма самых разных проявлений биологической
подвижности – от процессов внутриклеточного транспорта до
мышечного сокращения.

Цель настоящего обзора – продемонстрировать на примере мы,
шечных белков те возможности и преимущества, которые предостав,
ляет применение метода ДСК для структурно,функциональных ис,
следований белков, а именно: 1) регистрация и изучение структурных
перестроек, происходящих в белках при взаимодействии с низкомо,
лекулярными лигандами – на примере исследования конформацион,
ных изменений, происходящих в головках миозина и в актине при
связывании и гидролизе АТР; 2) изучение белок,белковых взаимо,
действий на примере взаимодействия F,актина с головками миозина,
тропомиозином и другими актин,связывающими белками; 3) сочета,
ние метода ДСК с другими методами и подходами (включая специфи,
ческие модификации белков и использование сайт,направленного
мутагенеза), успешно применяемое в нашем коллективе для изучения
молекулярного механизма и регуляции мышечного сокращения.

В обзоре будут представлены результаты работ по изучению мето,
дом ДСК тепловой денатурации мышечных белков актина, миозина,
тропомиозина, кальдесмона и кальпонина, проводившихся с конца
1970,х годов до наших дней, многие из которых были выполнены в
руководимом автором научном коллективе.

II. МИОЗИН

Миозин – представитель интенсивно изучаемой в последнее время
группы белков – «молекулярных моторов», осуществляющих в живых
клетках механохимическое преобразование энергии гиролиза АТР в
механическую работу при взаимодействии с актиновыми филамен,
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тами. Миозины чрезвычайно разнообразны как по своему строению,
так и по выполняемым в клетке функциям. На основе филогенети,
ческого анализа все миозины подразделяют в настоящее время на 17
классов [41]. Для всех миозинов характерно наличие высококонсер,
вативного глобулярного участка, так называемого моторного домена,
ответственного за связывание и гидролиз АТР, взаимодействие с акти,
ном и преобразование химической энергии в механическую работу.
Все известные в настоящее время миозины являются олигомерами
и состоят из нескольких полипептидных цепей. Моторный домен об,
разован N,концевой частью так называемой «тяжелой» цепи. К нему
примыкает область «регуляторного» домена – α,спираль, содержа,
щая от одного до шести участков связывания «легких» цепей (кальмо,
дулин,подобных белков, участвующих в регуляции функциониро,
вания миозина) [6]. С,Концевые области («хвосты») миозинов обла,
дают значительно меньшей консервативностью и у представителей
разных классов часто не имеют ничего общего друг с другом [26, 85].
Этот вариабельный участок молекулы определяет, какие специфичес,
кие функции данный класс миозинов выполняет в клетке.

Самыми известными и наиболее хорошо изученными представи,
телями семейства миозинов являются миозины второго класса (мио,
зины II), к которым относятся все мышечные миозины и многие
немышечные миозины. Молекула миозина II представляет собой
гексамер, состоящий из двух тяжелых цепей (молекулярная масса
~200 кДа) и четырех легких цепей (молекулярная масса ~20 кДа).
N,Концевые области тяжелых цепей образуют две глобулярные го,
ловки. Каждая головка состоит из высококонсервативного моторного
домена и регуляторного домена, образованного областью «шейки»
головки и двумя ассоциированными легкими цепями. С,Концевые
части тяжелых цепей миозина II, взаимодействуя друг с другом,
образуют длинную и жесткую стержневую часть молекулы (хвост),
представляющую собой двойную α,спираль. Эта двойная спираль
(coiled,coil) образуется за счет периодических повторов гидрофобных
и заряженных остатков. При ограниченном протеолизе молекулы мио,
зина II трипсином, химотрипсином или папаином можно получить
различные фрагменты миозина в изолированном состоянии: изоли,
рованная миозиновая головка или субфрагмент 1 миозина (S1);
стержневая часть миозина; N, и С,концевые фрагменты стержневой
части – субфрагмент 2 (S2) и легкий меромиозин (LMM) соответст,
венно; тяжелый меромиозин (HMM), состоящий из двух головок,
присоединенных к S2 [6, 10]. Эти фрагменты, сохраняющие свойства
определенных частей молекулы миозина II, часто используются в
экспериментах вместо целого миозина.
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СТЕРЖНЕВАЯ ЧАСТЬ МИОЗИНА

Метод ДСК применяется для структурных исследований миозина
с конца 1970,х годов. Однако вплоть до конца 1980,х годов этот метод
использовался почти исключительно для изучения тепловой денату,
рации спиральной стержневой части молекулы мышечного миозина
II и ее изолированных фрагментов. Это было обусловлено двумя при,
чинами. Во,первых, в то время была очень популярна гипотеза, пред,
ложенная Харрингтоном [40], согласно которой ключевую роль в
процессе генерации силы при мышечном сокращении играют быстрые
структурные перестройки (переходы спираль–клубок) в области
«шарнирного» участка между S2 и LMM в стержневой части миозина.
Поэтому многие исследователи занимались в то время изучением
тепловой денатурации стержневой части миозина при помощи самых
разных методов, включая метод ДСК. Вторая причина заключалась
в том, что обратимая тепловая денатурация стержневой части мио,
зина значительно более доступна для калориметрического анализа,
чем необратимая денатурация глобулярной миозиновой головки, ко,
торая сопровождалась агрегацией и преципитацией белка, что значи,
тельно затрудняло измерение калориметрических параметров.

Тепловая денатурация изолированной стержневой части миозина
из скелетных мышц кролика и некоторых ее фрагментов, исследо,
ванная методом ДСК, была впервые описана Потехиным с соавто,
рами в 1979 г. [11]. Стержневая часть миозина денатурировала в широ,
ком температурном диапазоне – от 35 до 65 оС; на калориметрической
кривой четко выявлялись четыре максимума. При разложении кало,
риметрической кривой на отдельные тепловые переходы в ней было
выявлено шесть таких переходов с максимумами при 43, 46, 49, 51,
54 и 60 oC [11]. В дальнейшем сложный комплексный характер кривой
теплопоглощения стержневой части миозина был подтвержден мно,
гими другими авторами [15, 18, 61, 67]; в зависимости от применяв,
шихся способов разложения в ней было выявлено от трех до шести
отдельных тепловых переходов.

Для идентификации таких переходов, т. е. для выявления их соот,
ветствия определенным участкам последовательности стержневой
части миозина, исследовались различные изолированные фрагменты
стержневой части, такие как легкий меромиозин (LMM) или суб,
фрагмент 2 (S2), содержащие или не содержащие область «шарнир,
ного» участка, соединяющего области S2 и LMM в стержневой части
миозина. Плавление таких изолированных фрагментов хорошо кор,
релировало с определенными тепловыми переходами стержневой
части миозина [11, 18, 61]. Наименее термостабильный тепловой пере,
ход присутствовал в препаратах «длинного» LMM и «длинного» S2,
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содержащих участки шарнирной области, но он отсутствовал в пре,
паратах «коротких» LMM и S2, не содержащих этих участков после,
довательности [11, 18, 61, 91]. Было высказано предположение, что
этот тепловой переход отражает плавление шарнирного участка между
LMM и S2, включая также короткую С,концевую область S2 и корот,
кую N,концевую область LMM [18, 61]. Таким образом, применение
метода ДСК позволило выявить наличие отдельных независимо пла,
вящихся областей (калориметрических доменов) в стержневой части
миозина скелетных мышц.

В стержневой части миозина скелетных мышц область LMM
отвечает за образование упорядоченных биполярных миозиновых
филаментов при физиологических значениях ионной силы, а область
S2 вместе с шарниным участком способствует перемещениям голо,
вок между миозиновыми и актиновыми филаментами. При калори,
метрических исследованиях было показано, что тепловая денатура,
ция LMM очень чувствительна к изменениям ионной силы раствора.
При снижении концентрации KCl от 0,6 до 0,12 М (т. е. в условиях
образования миозиновых филаментов) максимум теплового перехода
LMM смещался на 10 оС в сторону более высокой температуры и
заметно увеличивалась кооперативность перехода (пик становился
значительно более узким) [18]. С другой стороны, среди фрагментов
стержневой части миозина, S2 демонстрировал наибольшую, необы,
чайно высокую чувствительность к изменениям рН [17, 18]. Так, при
низкой ионной силе снижение pH с 7,3 до 5,9 сдвигало максимум
теплового перехода для S2 на 10 градусов – от 39,5 до 49,6 оС [17].
Эти данные хорошо коррелировали с результатами экспериментов
на миозиновых филаментах и мышечных волокнах, демонстрирую,
щими pH,зависимые структурные перестройки в области S2, приво,
дящие к перемещениям этой области относительно поверхности
миозинового филамента [83, 95]. Таким образом, метод ДСК позво,
ляет исследовать функционально важные структурные изменения в
различных областях стержневой части миозина.

Надо отметить, что все описанные выше данные относятся к
стержневой части миозина из скелетных мышц позвоночных, харак,
тер же тепловой денатурации стержневой части миозина из других
источников может быть совершенно иным. Так, например, изолиро,
ванные стержневые части миозина II из гладких мышц мускульного
желудка курицы [29] и из почвенной амебы Acanthamoeba castellanii
[99, 100] денатурируют в узком температурном диапазоне, давая лишь
один хорошо выраженный тепловой переход. При анализе кривой
теплопоглощения стержневой части миозина II из Acanthamoeba cas�
tellanii не было получено никаких доказательств существования неза,
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висимо разворачивающихся доменов и был сделан вывод, что меха,
низм ее тепловой денатурации коренным образом отличается от меха,
низма, описанного для стержневой части миозина скелетных мышц
[99, 100]. Эти данные свидетельствуют о том, что структура миози,
нового хвоста может существенно варьировать у разных миозинов в
зависимости от его функций в молекуле миозина II.

МИОЗИНОВАЯ ГОЛОВКА

К концу 1980,х годов интерес большинства исследователей, изу,
чающих структуру и функции миозина, переключился на изучение
миозиновой головки. К этому времени было показано, что изолиро,
ванные миозиновые головки (субфрагмент 1 миозина, S1) способны
перемещать актиновые филаменты в искусственных системах биоло,
гической подвижности (in vitro motility assay) [92]. Кроме того, к этому
времени было обнаружено множество «необычных» («unconventio,
nal») миозинов, лишенных характерной для мышечных миозинов
стержневой части, но всегда имеющих одну или две головки с высоко,
консервативной структурой [26, 28, 85]. Стало ясно, что именно головка
миозина, несущая активный центр АТРазы и участки связывания
актина, представляет собой истинный «молекулярный мотор», т. е.
процесс генерации силы при взаимодействии миозина с актином
происходит в самой головке, а не в каких,то других частях молекулы
миозина. Этим объясняется возросший в последнее время интерес к
структуре миозиновой головки и к тем ее изменениям, которые про,
исходят в процессе АТРазной реакции и при взаимодействии с акти,
новыми филаментами.

Структурные изменения, происходящие в миозиновых головках
в процессе АТРазной реакции

В настоящее время уже не подлежит сомнению, что в основе моле,
кулярного механизма мышечного сокращения и множества иных
процессов биологической подвижности лежат значительные конфор,
мационные перестройки, происходящие в головках миозина при свя,
зывании и гидролизе АТР. Именно эти перестройки в присоединен,
ных к F,актину головках миозина изменяют характер взаимодейст,
вия миозина с актином и вызывают направленное перемещение ак,
тиновых филаментов. Выяснение механизма таких перестроек в мио,
зиновой головке является необходимым условием для понимания
процессов трансформации энергии гидролиза АТР в механическую
работу, происходящих в мышцах и иных двигательных системах,
основанных на взаимодействии миозина с актином.

В процессе Mg2+,ATPазной реакции S1 образуется ряд дискрет,
ных промежуточных комплексов, различающихся по интенсивности
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триптофановой флуоресценции белка. Наибольшие изменения
флуоресценции происходят при образовании интермедиатов S1*–ATP
и S1**–ADP–P

i
 (каждая звездочка отражает прирост триптофановой

флуоресценции S1) [44]. Однако такие интермедиаты существуют
очень короткое время в процессе АТРазной реакции, что не позволяет
проводить детальные исследования структуры S1 в этих комплексах.
Для этих целей успешно используются стабильные аналоги этих интер,
медиатов АТРазной реакции S1 – тройные комплексы S1 с ADP и
аналогами P

i
, такими как анионы ортованадата (V

i
), фторида берил,

лия (BeF
x
), фторида алюминия (AlF

4
–) или фторида скандия (ScF

x
)

[36, 38, 75, 96]. К настоящему времени установлено, что комплекс
S1–ADP–BeF

x
 отличается от всех остальных тройных комплексов

S1 с ADP и аналогами P
i
: он имитирует интермедиат S1*–ATP, тогда

как комплексы S1–ADP–V
i
, S1–ADP–AlF

4
– и S1–ADP–ScF

x
 имити,

руют интермедиат S1**–ADP–P
i
 [32, 78].

С 1990 г. метод ДСК успешно применяется для изучения структур,
ных изменений, происходящих в головке миозина при образовании
стабильных тройных комплексов с ADP и аналогами P

i
. Резуль,

таты первых экспериментов показали, что образование комплекса
S1–ADP–V

i
 приводит к значительному, на 10 градусов, сдвигу кри,

вой теплопоглощения S1 в сторону более высокой температуры [14,
87]. Изменения термостабильности миозиновой головки в присут,
ствии ADP и V

i
 наблюдались также в экспериментах, проводимых

методом ДСК на миофибриллах и мышечных волокнах [62, 63]. При
более детальных исследованиях комплекса S1–ADP–V

i
 методом ДСК

было показано, что его образование вызывает глобальные изменения
в структуре S1, которые выражаются не только в значительном уве,
личении температуры денатурации (от 49 до 58 оС), но также в при,
росте энтальпии теплового перехода, в сильном увеличении коопе,
ративности перехода и в значительном изменении доменной струк,
туры S1 [60]. Подобные, хотя и несколько менее выраженные измене,
ния структуры S1, были обнаружены и при калориметрических иссле,
дованиях комплекса S1–ADP–BeF

x
 [19].

На рис. 1 представлены кривые избыточного теплопоглощения
S1 в отсутствие нуклеотидов, в присутствии ADP и в тройных комп,
лексах S1–ADP–V

i
, S1–ADP–AlF

4
– и S1–ADP–BeF

x
 [4, 5]. Видно,

что связывание ADP с S1 не вызывает существенных изменений в
положении максимума теплового перехода S1, но увеличивает его
кооперативность (пик становится значительно более выраженным).
Напротив, образование тройного комплекса S1–ADP–V

i
 приводит

к значительным структурным изменениям всей молекулы S1 [60]:
максимум теплового перехода смещается почти на 10 градусов в сто,
рону более высокой температуры, а пик становится очень узким, что
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свидетельствует о существенном увеличении кооперативности теп,
лового перехода. Такой же эффект наблюдается при образовании
комплексов S1–ADP–AlF

4
– и S1–ADP–ScF

x
. Сходный эффект, хотя

и несколько слабее выраженный, наблюдается и при образовании
комплекса S1–ADP–BeF

x
 (рис. 1).

Таким образом, применение метода ДСК позволяет отчетливо
регистрировать структурные перестройки, происходящие в миози,
новой головке при образовании стабильных тройных комплексов с
ADP и аналогами P

i
. Результаты экспериментов с природными нук,

леозид,дифосфатами [20] и их искусственными аналогами [37, 39]
позволили нам прийти к заключению, что эти структурные перестройки
адекватно отражают те конформационные изменения, которые про,
исходят в молекуле S1 в процессе АТРазной реакции. В эксперимен,
тах с использованием рекомбинантных фрагментов головок миозина
II из Dictyostelium discoideum было показано, что структурные изме,
нения, выявляемые методом ДСК в миозиновой головке при образо,
вании стабильных тройных комплексов с ADP и аналогами P

i
, про,

исходят главным образом в глобулярной моторной части головки
[57]. Подобные изменения наблюдали также в препаратах тяжелого
меромиозина (HMM) из гладких мышц мускульного желудка индейки
с дефосфорилированными или полностью фосфорилированными регу,
ляторными легкими цепями [9]. Таким образом, наличие двух голо,
вок в молекуле НММ и степень фосфорилирования регуляторных
легких цепей не оказывают существенного влияния на структурные
перестройки в глобулярной моторной части головки, вызываемые
образованием стабильных тройных комплексов с ADP и аналогами P

i
.

В случае скелетномышечного S1 изменения в характере тепловой
денатурации S1 при образовании комплекса S1–ADP–BeF

x
 мало

отличались от изменений, вызываемых образованием комплексов

Рис. 1. Температурные зависи,
мости избыточного теплопоглоще,
ния (∆Cp) препаратов S1 из скелет,
ных мышц кролика в отсутствие
нуклеотидов (1), в присутствии
ADP (2) и в тройных комплексах
S1–ADP–Vi (3 ), S1–ADP–AlF 4

–

(4 ) и S1–ADP–BeFx (5) (по [4, 5]).

Условия: 30 мM Hepes (pH 7,3),
1 мМ MgCl2, 1,5 мг/мл S1. Скорость
нагрева 1 K/мин.
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S1–ADP–V
i
 и S1–ADP–AlF

4
–, хотя и были несколько менее выражен,

ными (рис. 1). Однако значительно более заметная разница между
этими комплексами наблюдалась при исследованиях методом ДСК
гладкомышечных S1 и HMM [9], а также рекомбинантных фрагмен,
тов миозина II из Dictyostelium discoideum, соответствующих изолиро,
ванной моторной части миозиновой головки [57]. Во всех этих слу,
чаях эффекты V

i
 и AlF

4
– были почти идентичными, тогда как эффект

BeF
x
 был значительно менее выражен: сдвиг теплового перехода в

сторону более высокой температуры, вызываемый образованием
комплекса с ADP–BeF

x
, был значительно (на 2,5–4 оС) меньше, чем

в случае комплексов с ADP–V
i
 или ADP–AlF

4
–. Но самые яркие раз,

личия между разными комплексами были выявлены при исследова,
ниях методом ДСК препаратов скелетномышечного S1, специфи,
чески модифицированного по остаткам Lys,83, Cys,707 или Cys,697
[5, 8, 34]. Было показано, что эти модификации в значительной мере
препятствуют конформационным изменениям при образовании
тройных комплексов S1–ADP–V

i
 и S1–ADP–AlF

4
– (т. е. они предотвра,

щают сдвиг теплового перехода S1 в сторону более высокой темпера,
туры), но почти не оказывают влияния на структурные перестройки,
индуцируемые образованием комплекса S1–ADP–BeF

x
. На основа,

нии этих данных было сделано заключение, что область остатков Lys,83,
Cys,707 и Cys,697, расположенных в молекуле S1 близко друг от друга,
играет важную роль в передаче конформационных изменений от ак,
тивного центра АТРазы S1 на всю моторную часть миозиновой голов,
ки при образовании комплексов S1–ADP–V

i
 и S1–ADP–AlF

4
–, но

не принимает участия в этом процессе при образовании комплекса
S1–ADP–BeF

x
.

Таким образом, применение метода ДСК позволило выявить
существенные отличия комплекса S1–ADP–BeF

x
 от всех остальных

тройных комплексов S1 с ADP и аналогами P
i
. Эти данные являются

хорошим подтверждением предположения о том, что комплекс
S1–ADP–BeF

x
 представляет собой аналог переходного состояния

S1*–ATP АТРазного цикла S1, тогда как комплексы S1–ADP–V
i
 и

S1–ADP–AlF
4
– являются аналогами другого интермедиата АТРазной

реакции — S1**–ADP–P
i
 [32, 78].

Доменная структура миозиновой головки и
ее изменения в процессе АТРазной реакции

Анализ доменной структуры миозиновой головки представляет
особый интерес, поскольку именно междоменные взаимодействия
могли бы индуцировать значительные внутримолекулярные переме,
щения в головке и играть ключевую роль в процессе трансформации
энергии гидролиза АТР в механическую работу.
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Метод ДСК является одним из лучших подходов для выявления
в мультидоменных белках структурных доменов как отдельных теп,
ловых переходов на кривой теплопоглощения. Главной чертой домена
в глобулярном белке является то, что его структура сворачивается
кооперативно по принципу «все или ничего», со значительными изме,
нениями энтальпии и энтропии [80]. В соответствии с этим опреде,
лением домены можно выявлять при исследовании методом ДСК
тепловой денатурации белка как области в молекуле белка, которые
разворачиваются кооперативно и независимо друг от друга. В ранних
работах для выявления таких доменов в миозиновой головке мы иссле,
довали методом ДСК тепловую денатурацию скелетномышечного S1,
применяя метод «последовательного отжига» [19, 35, 55, 56, 60].
Этот метод, основанный на неоднократном повторении цикла «наг,
рев–охлаждение–нагрев до более высокой температуры», применим
только к полностью или частично необратимым тепловым переходам.
Он позволяет экспериментально разлагать кривую теплопоглощения
белка на отдельные тепловые переходы, соответствующие плавлению
отдельных структурных доменов в молекуле белка. Применение подоб,
ного подхода позволило выявить в молекуле S1 три таких перехода
(калориметрических домена) [55, 56, 60]. Для идентификации этих
доменов (т. е. для выявления их соответствия определенным участкам
первичной структуры) был применен целый ряд специальных подхо,
дов – таких, как изучение методом ДСК различных препаратов S1,
HMM и их фрагментов, избирательная денатурация некоторых обла,
стей в молекуле S1, метод термо,гель,анализа, измерения темпера,
турных зависимостей тепловой инактивации АТРазы S1 и изменений
параметров флуоресценции остатков триптофана или флуоресцент,
ных меток, специфически присоединенных в определенных участках
молекулы S1, и др. [35, 54–57]. На основании полученных результатов
и сопоставления их с литературными данными мною была предло,
жена модель доменной организации миозиновой головки [54]. Сог,
ласно этой модели, впервые представленной в 1991 г. [3], наименее
термостабильный и наиболее термостабильный калориметрические
домены отражают плавление регуляторного домена миозиновой го,
ловки с ассоциированными легкими цепями, тогда как средний домен
соответствует глобулярной моторной части головки [5, 54]. Спустя
два года, в 1993 г., были впервые опубликованы данные о полной тре,
тичной структуре миозиновой головки, полученные на основании
рентгеноструктурного анализа кристаллов S1 [82]. Важной особен,
ностью этой структуры является, в полном согласии с данными ДСК,
наличие в головке двух четко выраженных морфологических доме,
нов – моторного и регуляторного.
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Недавно нами был предложен новый калориметрический подход
для анализа доменной структуры необратимо денатурирующих бел,
ков, применимый даже в том случае, когда пики отдельных калори,
метрических доменов перекрываются друг с другом [101]. Важной
особенностью этого подхода является то, что в первую очередь опре,
деляются параметры тепловой денатурации самого термостабильного
домена. Перед калориметрическими измерениями белок инкубируют
определенное время при определенной температуре, причем темпе,
ратуру для такой инкубации и ее продолжительность определяют при
анализе кривых ДСК, полученных при различных скоростях скани,
рования. Затем параметры тепловой денатурации для каждого отдель,
ного калориметрического домена определяются в экспериментах по
тепловой денатурации обработанного таким образом белка, проводи,
мых методом ДСК при разных скоростях сканирования.

Описанный выше подход был применен для исследования домен,
ной структуры миозиновой головки. В S1 из скелетных мышц кро,
лика было обнаружено 4 отдельных калориметрических домена (рис.
2А), что хорошо согласуется с результатами, полученными ранее ме,
тодом ДСК с использованием «последовательного отжига» [35, 54–56,
60]. Однако только один калориметрический домен был выявлен в

Рис. 2. Отдельные калориметричес,
кие домены в свободном от нуклео,
тидов S1 из скелетных мышц кро,
лика (А), М765 (изолированная мо,
торная часть головки миозина II из
D. discoideum) (Б) и в тройном комп,
лексе S1–ADP–Vi (В ) (по [101]).

Калориметрические домены 1,
2, 3 и 4 в молекуле S1 (А) были вы,
явлены при использовании экспе,
риментальной процедуры, описан,
ной в тексте. После предваритель,
ного прогрева максимумы тепло,
вых переходов M765 и S1–ADP–Vi

оставались неизменными (Б, В),
указывая на то, что и М765, и S1 в
комплексе S1–ADP–Vi представ,
лены одним,единственным кало,
риметрическим доменом.  Скорость
нагрева составляла 1 К/мин.
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рекомбинантном фрагменте М765 головки миозина II из Dictyostelium
discoideum, соответствующем глобулярной моторной части головки
без области «шейки» и легких цепей (рис. 2Б). Сопоставляя эти резуль,
таты, мы пришли к заключению, что главный калориметрический
домен 3 в S1 (рис. 2А), энтальпия которого составляет около поло,
вины всей энтальпии тепловой денатурации S1, соответствует, скорее
всего, тепловой денатурации моторного домена в молекуле S1. Три
других калориметрических домена S1 (домены 1, 2 и 4 на рис. 2А),
которые отсутствуют в М765, отражают, скорее всего, тепловую
денатурацию регуляторного домена миозиновой головки (т. е. области
«шейки» головки с ассоциированными легкими цепями, часто также
называемой «lever arm»).

Весьма неожиданный результат был получен при использовании
описанного выше подхода для анализа доменной структуры S1 в комп,
лексах S1–ADP–V

i
 (рис. 2В) и S1–ADP–BeF

x
 [101]. В обоих этих слу,

чаях лишь один калориметрический домен был выявлен в молекуле
S1 (рис. 2В). На основании этого можно предположить, что в комп,
лексах S1–ADP–V

i
 и S1–ADP–BeF

x
 происходит достаточно прочное

взаимодействие между моторным и регуляторным доменами миози,
новой головки, в результате чего обе эти части головки денатурируют
вместе как единый калориметрический домен. Недавно для S1 из
запирательных мышц моллюсков было показано, что образование
комплекса S1–ADP–V

i
 приводит к значительному перемещению

регуляторного домена относительно моторного домена, в результате
которого в этом комплексе регуляторный домен располагается очень
близко к поверхности моторного домена [42]. Результаты, полу,
ченные методом ДСК (рис. 2), указывают на то, что в комплексах
S1–ADP–V

i
 и S1–ADP–BeF

x
 регуляторный и моторный домены мио,

зиновой головки не только сближаются в результате поворота регуля,
торного домена, но и достаточно прочно взаимодействуют друг с дру,
гом. Результаты этих экспериментов позволяют предположить, что
в процессе АТРазной реакции происходят глобальные изменения
доменной структуры миозиновой головки, которые выражаются в
прочном взаимодействии между двумя главными частями головки –
моторным и регуляторным доменами.

Структурные изменения, происходящие в миозиновых головках
при взаимодействии с F�актином

Метод ДСК применяется также для структурных исследований
белок,белковых взаимодействий как прямой метод регистрации теп,
лового разворачивания белков, взаимодействующих друг с другом
[24]. Такой подход позволяет выявлять структурные изменения,
происходящие в белках в результате их взаимодействия.
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В наших экспериментах метод ДСК успешно используется для
регистрации и дальнейшего исследования конформационных изме,
нений, которые происходят в миозиновой головке при ее «сильном»
связывании с F,актином в присутствии ADP. Было показано, что свя,
зывание скелетномышечного S1 c F,актином значительно увеличи,
вает термостабильность S1, сдвигая максимум его теплового перехода
на 5 градусов в сторону более высокой температуры [71]. Для лучшего
разделения на термограмме тепловых переходов F,актина и связан,
ной с актином миозиновой головки в последнее время мы используем
в подобных экспериментах F,актин, стабилизированный фаллоиди,
ном. В этом случае F,актин плавится при очень высокой температуре
(~80 оС), что позволяет более детально исследовать параметры тепловой
денатурации миозиновой головки, связанной с F,актином (рис. 3).
Тепловая денатурация стабилизированного фаллоидином F,актина
не претерпевает особых изменений при взаимодействии F,актина с
S1 (рис. 3А). Напротив, такое взаимодействие значительно увеличи,
вает термостабильность S1. Такая стабилизация миозиновой головки,
вызываемая актином, выражается в заметном смещении максимума
ее теплового перехода в сторону более высокой температуры (рис.
3Б). Мы используем величину этого смещения (∆T

m
) как относитель,

ный параметр для определения степени структурных изменений,
происходящих в миозиновой головке при ее взаимодействии с акти,
ном. Этот параметр зависит от источника миозина: величина ∆T

m
варьирует от 5–6 оС для S1 из скелетных мышц кролика (рис. 3Б) и
рекомбинантного фрагмента М765 миозина II из D. discoideum [77]
до 10–11оС для миозина I и гладкомышечного HMM. На основании
экспериментов, проведенных методом ДСК с различными рекомби,
нантными фрагментами головки миозина II из D. discoideum, было
сделано заключение, что индуцируемые актином изменения в тепло,
вой денатурации миозиновой головки происходят главным образом
в ее глобулярной моторной части [77].

Показано, что изменения заряда в актин,связывающей поверх,
ностной петле (т. н. петле 2) миозиновой головки оказывает очень
сильное влияние на тепловую денатурацию связанного с F,актином
моторного домена головки [77]. Введение большого количества допол,
нительных отрицательных зарядов в петлю 2 изолированного мотор,
ного домена головки миозина II из D. discoideum (M765) резко сни,
жало параметр ∆T

m
 (с 6 оС до 1,2 оС), тогда как введение в петлю 2

дополнительных положительно заряженных остатков увеличивало
этот параметр (вплоть до 9,1 оС). При этом изменения в петле 2 не ока,
зывали заметного влияния на способность М765 подвергаться гло,
бальным структурным перестройкам при образовании тройных комп,
лексов с ADP и аналогами P

i
 [77]. Таким образом, изменения зарядов
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в актин,связывающей петле 2 не оказывают влияния на индуцируе,
мые нуклеотидами структурные перестройки миозиновой головки,
но они оказывают существенное влияние на те конформационные
изменения, которые происходят в моторном домене головки при ее
сильном связывании с F,актином в присутствии ADP.

Рис. 3. Пример применения метода ДСК для регистрации конформационных
изменений, происходящих в миозиновой головке при ее взаимодействии с
актином (по [5, 46, 70, 71, 77]).

А. Экспериментальные кривые ДСК для S1 из скелетных мышц кролика,
F,актина, стабилизированного фаллоидином, и их комплекса, полученного в
присутствии ADP. Условия: 13 мкM S1, 24 мкМ F,актин, 40 мкМ фаллоидин,
20 мМ Hepes, pH 7,3, 2 мМ MgCl2, 1 мМ ADP. Вертикальная метка соответствует
15 мкВт. Скорость нагрева – 1 К/мин.

Б. Температурные зависимости избыточной теплоемкости S1 в присутствии
и в отсутствие F,актина. Параметр ∆Tm (в данном случае 5,7 oC) определяет раз,
ницу между температурами денатурации (Tm) свободного S1 и S1, связанного с
F,актином.
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В настоящее время считается общепризнанным, что именно элект,
ростатическое взаимодействие между петлей 2 (поверхностном сег,
менте миозиновой головки, насыщенном остатками лизина) и отри,
цательно заряженными остатками в N,концевой части актина отве,
чает за «слабое» связывание с F,актином головок миозина в комп,
лексах с ATP или ADP–P

i
. Последующий переход к состоянию силь,

ного связывания (когда головка миозина утрачивает P
i
 и содержит

только ADP) сопровождается формированием множества дополни,
тельных контактов между актином и миозином. Переход от состоя,
ния слабого связывания к состоянию сильного связывания играет чрез,
вычайно важную роль при генерации силы в мышцах, поскольку имен,
но в процессе этого перехода миозиновые головки осуществляют пере,
мещение актиновых филаментов вдоль миозиновых филаментов.

После того, как методом ДСК была детально изучена тепловая
денатурация головок миозина в состоянии сильного связывания с
F,актином, мы применили описанный выше калориметрический
подход для исследования слабого связывания S1 c F,актином.

«Слабое» связывание pPDM�S1 с F�актином. Состояния слабого
связывания (связывания с F,актином головок миозина в комплексах
с АТР или ADP–P

i
) представляют собой короткоживущие интер,

медиаты АТРазной реакции актомиозина. Поэтому для структурных
исследований требуется применение специальных стабильных ана,
логов этих состояний. Одним из таких аналогов является S1 из скелет,
ных мышц кролика, в котором SH,группы остатков Cys,707 и Cys,697
сшиты между собой бифункциональным реагентом N,N',p,фенилен,
дималеимидом (pPDM). Ранее было показано, что S1, модифициро,
ванный pPDM (pPDM,S1), связывается с F,актином в состоянии сла,
бого связывания даже в отсутствие нуклеотидов, причем сродство его
к актину сходно со сродством немодифицированного S1 в присутст,
вии АТР [25, 98]. Поэтому pPDM,S1 часто применяется для изучения
слабого связывания головок миозина с актином.

Для того, чтобы исследовать слабое связывание pPDM,S1 с F,ак,
тином, стабилизированным фаллоидином, мы применили калори,
метрический подход, описанный выше для сильной формы связы,
вания (рис. 3). Было показано, что F,актин оказывает влияние на
тепловую денатурацию pPDM,S1 только при очень низкой ионной
силе, когда около 40% молекул pPDM,S1 слабо связываются с F,ак,
тином, но не при более высокой ионной силе (200 мМ KCl), полностью
предотвращающей взаимодействие pPDM,S1 с F,актином. Слабое
связывание pPDM,S1 с F,актином смещало тепловой переход
pPDM,S1 на ~5 oC в сторону более высокой температуры [46]. Такое
индуцируемое актином повышение термостабильности pPDM,S1
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весьма напоминало эффект, наблюдавшийся для «сильного» связы,
вания с F,актином немодифицированного S1 (рис. 3).

Результаты этих исследований свидетельствуют о том, что струк,
турные изменения, вызываемые актином в миозиновых головках и
выявляемые методом ДСК, происходят не только при сильном, но и
при слабом связывании головок миозина с F,актином. Это наводит
на мысль, что такие изменения могут играть важную роль в функциони,
ровании головки в качестве молекулярного мотора. Такое предполо,
жение подтверждается данными ДСК о том, что индуцируемые акти,
ном структурные перестройки в головке миозина в значительной сте,
пени зависят от заряда в петле 2 [77], т. е. в участке, ответственном за
слабое связывание головок миозина с F,актином. Можно предполо,
жить, что поскольку такие структурные перестройки происходят в
миозиновой головке при образовании слабой формы связывания с
актином, они должны происходить на самых ранних этапах взаимо,
действия миозина с актином и потому могут иметь очень важное зна,
чение для последующего перехода связанной с актином миозиновой
головки из состояния слабого связывания в состояние сильного свя,
зывания.

В заключение этого раздела следует сказать, что индуцируемые
актином структурные перестройки в миозиновых головках, выявляе,
мые методом ДСК по увеличению термостабильности головок, опре,
деляются, по,видимому, главным образом электростатическими взаи,
модействиями между положительно заряженной петлей 2 в головке
миозина и отрицательно заряженной N,концевой частью актина.

Эффекты специфических модификаций миозиновой головки

Итак, применение метода ДСК предоставляет новые возмож,
ности для регистрации глобальных конформационных перестроек,
происходящих в миозиновой головке в процессе АТРазной реакции
и при взаимодействии с актином. Нами были разработаны специаль,
ные подходы для регистрации таких нуклеотид,зависимых и актин,
зависимых структурных изменений в головке по серьезным измене,
ниям характера тепловой денатурации белка (рис. 1, 3). Главная цель
последующих исследований состояла в том, чтобы понять механизм
таких глобальных структурных перестроек в головке, т. е. механизм
передачи конформационных изменений от активного центра АТРазы
и актин,связывающих участков на всю моторную часть головки. Для
этого методом ДСК исследовали специально модифицированные пре,
параты миозиновой головки, выясняя их способность подвергаться
глобальным структурным перестройкам при взаимодействии с нук,
леотидами и с F,актином. Наибольший интерес представляли те моди,
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фикации, которые не оказывали непосредственного влияния на участки
связывания нуклеотидов и актина (т. е. не препятствовали как связы,
ванию ADP и аналогов P

i
 в активном центре АТРазы, так и связыва,

нию головок миозина с актином), но подавляли распространение кон,
формационных изменений от этих функционально важных участков
на весь моторный домен миозиновой головки. Среди таких модифи,
каций мы отбирали лишь те, которые избирательно предотвращали
либо только нуклеотид,зависимые, либо только актин,зависимые струк,
турные перестройки в головке миозина, регистрируемые методом
ДСК по значительным изменениям характера тепловой денатурации.

Модификации, избирательно предотвращающие глобальные струк�
турные перестройки в головке миозина, индуцируемые ADP и аналогами P

i.
Прежде всего, к числу таких модификаций можно отнести описан,
ную выше сшивку pPDM между SH,группами остатков Cys,707 и
Cys,697 в молекуле S1. Препарат pPDM,S1 демонстрировал индуци,
руемые актином структурные перестройки [46], но добавление ADP
и аналогов P

i
 не оказывало никакого влияния на его тепловую дена,

турацию [21, 46]. Однако pPDM,S1, как было показано, не способен
образовывать тройные комплексы с ADP и аналогами P

i
 [21].

В этом отношении значительно более интересна другая модифи,
кация тех же остатков – модификация различными реагентами обеих
«существенных» SH,групп (SH1 и SH2 остатков Cys,707 и Cys,697,
соответственно) в S1 из скелетных мышц кролика, без их сшивки
между собой [59]. Такая модификация не оказывала влияния на изме,
нения тепловой денатурации S1, индуцируемые актином, но почти
полностью предотвращала изменения, вызываемые образованием
тройных комплексов S1–ADP–V

i
, S1–ADP–AlF

4
– и, в значительной

степени, S1–ADP–BeF
x
 (рис. 4). При этом методом ЭПР было пока,

зано, что модификация SH2,группы в S1, спин,меченом по SH1,груп,
пе, не оказывает никакого влияния на локальные конформационные
изменения, происходящие в области SH1,группы при образовании
тройных комплексов S1 с ADP и аналогами P

i
 [59]. Таким образом,

при совместном использовании методов ДСК и ЭПР удалось пока,
зать, что модификация обеих SH,групп, SH1 и SH2, не препятствует
локальным конформационным изменениям, индуцируемым нуклео,
тидами в области SH1,группы, но предотвращает глобальные нуклео,
тид,зависимые структурные перестройки всей молекулы S1. Это
наводит на мысль о том, что модификация SH1 (Cys,707) и SH2
(Cys,697) существенно затрудняет распространение индуцируемых
нуклеотидами конформационных изменений от активного центра
АТРазы на всю молекулу S1, нарушая таким образом взаимосвязь
между функционально важными участками в миозиновой головке.



150 Д.И.Левицкий

Подобный эффект оказывала мутация F506G в моторном домене
головки миозина II из D. discoideum, т. е. замена Phe,506 на глицин
[94]. Методом ДСК было показано, что эта мутация полностью пре,
дотвращает конформационные изменения, происходящие обычно
при образовании тройных комплексов с ADP и аналогами P

i
, но

почти не оказывает влияния на изменения, вызываемые актином (ве,
личина индуцируемого актином смещения теплового перехода, ∆T

m
,

составляла в этом случае 4,5 оС). Такой мутант утрачивал способность
к перемещению актиновых филаментов в искусственной системе под,
вижности [94]. На основании этих данных было высказано предпо,
ложение, что мутация F506G нарушает взаимосвязь между участком
связывания нуклеотидов и областью «конвертера» в моторном домене
миозиновой головки, препятствуя таким образом передаче конфор,
мационных изменений от АТРазного центра к конвертеру, ответст,
венному, в свою очередь, за перемещение регуляторного домена
относительно моторного домена

Рис. 4. Тепловая денатурация S1 из
скелетных мышц кролика, модифи,
цированного по обеим «сущест,
венным» SH,группам, SH1 (Cys,707)
и SH2 (Cys,697) [59]. S1 был модифи,
цирован по SH1,группе спиновой
меткой 4,йодоацетамидо,2,2,6,6,тет,
раметилпиперидиноксилом (IASL),
а по SH2,группе – флуоресцент,
ной меткой N,[[(йодоацетил)ами,
но]этил]1,сульфо,5,нафтиламином
(1,5,IAEDANS). Скорость нагрева –
1 К/мин.

А. Кривые, полученные в присут,
ствии ADP и аналогов Pi (Vi, AlF 4

–,
BeFx).

Б. Кривые, полученные в присут,
ствии двукратного молярного избыт,
ка F,актина, стабилизированного
фаллоидином.

Здесь и на рис. 5Б не показана об,
ласть температур выше 70 оС, в кото,
рой происходит тепловая денатура,
ция F,актина, стабилизированного
фаллоидином.
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Модификации, избирательно предотвращающие только индуцируе�
мые актином структурные перестройки в головке миозина. Одна из
таких модификаций была описана выше – это изменения заряда в
актин,связывающей петле 2 изолированного моторного домена голов,
ки миозина II из D. discoideum. Такая модификация не оказывала вли,
яния на нуклеотид,зависимые структурные перестройки в моторном
домене головки, но изменяла степень индуцируемых актином пере,
строек – вплоть до полного их предотвращения. Введение в петлю 2
большого количества отрицательно заряженных остатков [77] или
делеция петли 2 [76] почти полностью предотвращали изменения в
характере тепловой денатурации моторного домена головки при его
сильном связывании с F,актином. Например, мутанты М765(20/,10)
(изолированный моторный домен головки миозина II из D. discoideum,
М765, с 20 дополнительными остатками в петле 2, включая 10 отри,
цательно заряженных остатков) [77] и M765,NL (М765 с делецией
петли 2) [76] полностью сохраняли способность М765 подвергаться
глобальным структурным пере,
стройкам при связывании ADP и
при образовании стабильных
тройных комплексов с ADP и
аналогами P

i
. Эти мутанты доста,

точно прочно связывались с F,ак,
тином, но такое связывание не
приводило, однако, к заметным
изменениям в характере их теп,
ловой денатурации (так, напри,
мер, величина ∆T

m
 для M765,NL

составляла всего 0,6 оС) (рис. 5).
Эти эффекты достаточно

просто объясняются, поскольку
петля 2 представляет собой часть
актин,связывающего центра
миозиновой головки и, соответ,
ственно, изменения этой петли
оказывают влияние на взаимо,
действие миозина с актином и на
те структурные перестройки, ко,
торые происходят в головке при
таком взаимодействии. Описан,
ные выше результаты исследо,
ваний методом ДСК препарата
pPDM,S1 приводят нас к заклю,

Рис. 5. Тепловая денатурация изоли,
рованной моторной части головки
миозина II из D. discoideum с делецией
петли 2 (M765,NL) в присутствии
ADP и аналогов Pi (Vi, BeFx) (A) и в
присутствии двукратного молярного
избытка F,актина, стабилизирован,
ного фаллоидином (Б) [76]. Скорость
нагрева – 1 К/мин.
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чению, что индуцируемые актином структурные перестройки в мио,
зиновой головке, выражающиеся в заметном увеличении ее термо,
стабильности, определяются главным образом взаимодействием
петли 2 с актином. В свете такой интерпретации совершенно неожи,
данными представляются результаты, полученные недавно при
исследованиях методом ДСК препарата S1, у которого при ограничен,
ном протеолизе трипсином в присутствии АТР был внесен разрыв в
N,концевой области тяжелой цепи между остатками Arg,23 и Ile,24
[70]. Было показано, что такое расщепление тяжелой цепи S1 не ока,
зывает влияния на индуцируемые нуклеотидами конформационные
изменения в S1, но полностью предотвращает изменения тепловой
денатурации для S1, связанного с F,актином.

Эффект такого N,концевого расщепления тяжелой цепи S1 (т. е.
отсутствие сдвига кривой теплопоглощения связанного с F,актином
S1 в сторону более высокой температуры [70]) нельзя объяснить непос,
редственным взаимодействием между N,концевой областью и петлей
2 в S1, поскольку эти участки находятся довольно далеко друг от друга
в третичной структуре S1 [82]. Представляется значительно более
вероятным, что между этими участками головки имеется дальнодей,
ствующая взаимосвязь. По,видимому, расщепление тяжелой цепи
S1 между Arg,23 и Ile,24 нарушает такую взаимосвязь, предотвращая
таким образом глобальные конформационные изменения в миозино,
вой головке, индуцируемые связыванием актина с петлей 2.

Завершая рассмотрение разультатов структурно,функциональ,
ных исследований миозина методом ДСК, можно заключить, что при,
менение этого метода дает возможность регистрировать глобальные
конформационные изменения, происходящие в головке миозина при
связывании нуклеотидов и актина. Такой подход в сочетании с дру,
гими методами позволяет исследовать дальнодействующие взаимо,
связи между функционально важными участками миозиновой головки,
находящимися в пространстве далеко друг от друга.

III. АКТИН

Актин обнаружен во всех без исключения эукариотических клет,
ках. Актиновые филаменты играют ключевую роль в биологической
подвижности как главные партнеры миозиновых «моторных» систем
и как главная составная часть цитоскелета. Фибриллярный актин
(F,актин) представляет собой двухнитчатый спиральный полимер,
состоящий из мономеров актина. Мономерный актин (G,актин) –
глобулярный белок с молекулярной массой 42 кДа, образованный
одной полипептидной цепью. Каждая молекула G,актина содержит
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связанную АТР и двухвалентный катион. Важной особенностью актина
является его способность к полимеризации при добавлении нейт,
ральных солей с образованием длинных полярных филаментов
F,актина. Полимеризация G,актина в F,актин сопровождается гид,
ролизом связанной АТР с последующим медленным освобождением
P

i
; в результате каждая субъединица F,актина содержит прочно свя,

занную ADP [6].

G,АКТИН

В 1984 г. Татунашвили и Привалов применили метод ДСК для
изучения тепловой денатурации мономерного G,актина [12]. При
анализе кривых теплопоглощения было высказано предположение
о том, что в молекуле G,актина имеется по крайней мере два домена,
взаимодействующих между собой.

Сходное предположение о наличии двух доменов в молекуле G,ак,
тина было также высказано на основании данных компьютерной
деконволюции кривой теплопоглощения G,актина на два незави,
симых тепловых перехода [16]. Необходимо отметить, что тепловая
денатурация актина необратима, и применение подобных подходов
для анализа необратимых тепловых переходов является весьма спор,
ным [51]. Однако предположения о наличии доменной структуры в
молекуле G,актина, высказанные на основании калориметрических
исследований [12, 16], впоследствии полностью подтвердились после
опубликования в 1990 г. трехмерной атомной структуры G,актина
[45]. Было установлено, что молекула мономерного G,актина состоит
из двух хорошо различимых доменов, разделенных глубокой щелью,
причем каждый из этих доменов разделен на два субдомена.

F,АКТИН

Полимеризация G�актина с образованием F�актина

Применение метода ДСК позволяет отчетливо регистрировать
изменения, происходящие при полимеризации актина, т. е. при транс,
формации мономерного G,актина в филаменты F,актина. Эти изме,
нения, наблюдавшиеся многими авторами [5, 16, 17, 64], выражаются
в значительном увеличении температуры теплового перехода, в замет,
ном увеличении калориметрической энтальпии (площади под пиком)
и в резком изменении формы пика (он становится гораздо более узким,
что указывает на значительное увеличение кооперативности тепло,
вой денатурации) (рис. 6).

G,актин поддерживается в мономерном состоянии в буфере с
низкой ионной силой, содержащем 0,2 мМ CaCl

2
 и 0,2 мM ATP (G,бу,

фер). Полимеризацию обычно проводят, добавляя к этому буферу либо
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KCl до концентрации 50–150
мМ, либо MgCl

2
 до концентра,

ции 2 мМ или выше, либо KCl и
MgCl

2
 одновременно. Калори,

метрические кривые F,актина,
полимеризованного такими раз,
ными способами, мало отличают,
ся друг от друга [68]. Такая кри,
вая получена и для F,актина, по,
лимеризованного в присутствии
2 мМ CaCl

2
 (т.н. Ca,F,актина)

[5]. Однако совершенно иная ка,
лориметрическая кривая была
получена для F,актина, полиме,
ризованного добавлением 2 мМ
MgCl

2
 в присутствии ЭГТА, т. е.

при замещении прочно связан,
ного Са2+ на Mg2+ (т.н. Mg,F,ак,
тин). В этом случае и температура
теплового перехода, и его коопе,

ративность были значительно ниже, чем в случае Ca,F,актина [5].
Это значит, что прочно связанный Са2+ очень важен для стабилизации
актиновых филаментов.

Стабилизация F�актина фаллоидином и аналогами P
i

Хорошо известно, что F,актин специфически взаимодействует с
циклическим гептапептидом фаллоидином – одним из главных ток,
синов бледной поганки Amanita phalloides. Фаллоидин, прочно связы,
ваясь с F,актином, сильно стабилизирует актиновые филаменты,
предотвращая деполимеризацию F,актина и защищая его от протео,
лиза. Поэтому стабилизированные фаллоидином актиновые фила,
менты очень часто используются во многих экспериментах, – таких,
например, как исследование подвижности in vitro. При исследованиях
методом ДСК было показано, что связывание фаллоидина с F,акти,
ном резко увеличивает температуру тепловой денатурации F,актина,
смещая максимум его теплового перехода на 14 оС в сторону более
высокой температуры [50]. Мы также наблюдали сходный эффект
фаллоидина [5] (рис. 6). Этот эффект фаллоидина очень удобен для
исследований методом ДСК комплексов F,актина с другими бел,
ками, и поэтому мы часто используем стабилизированный фаллоиди,
ном F,актин для лучшего разделения тепловых переходов F,актина
и связанных с ним белков (таких, как головки миозина или тропо,
миозин) на термограммах ДСК.

Рис. 6. Температурные зависимости
избыточного теплопоглощения (∆Cp)
G,актина, F,актина и F,актина, ста,
билизированного фаллоидином или
фторидом алюминия (AlF 4

–) [65].

Скорость нагрева – 1,82 К/мин.
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Полимеризация мономерного G,актина с образованием фила,
ментов F,актина сопровождается гидролизом связанной АТР. Подобно
миозину при гидролизе АТР актином в субъединицах актина образу,
ется промежуточное состояние – комплекс актина с ADP и P

i
 [6]. Как

и в случае с миозином, структуру F,актина в этом промежуточном
состоянии можно исследовать, используя стабильные комплексы
F,актина с ADP и аналогами P

i
 – BeF

x
 и AlF

4
– (но не V

i
) [27, 66, 74].

Мы исследовали тепловую денатурацию F,актина в этих комплексах
методом ДСК и показали, что структура F,актина сильно меняется
при взаимодействии с BeF

x
 или AlF

4
– в присутствии ADP [68]. Струк,

турные изменения, происходящие при таком взаимодействии, отра,
жаются в резком сдвиге (более чем на 16 градусов) максимума теп,
лового перехода F,актина в сторону более высокой температуры (рис.
6). Сходный, хотя и значительно менее ярко выраженный эффект
стабилизации F,актина наблюдался ранее при исследованиях тепло,
вой денатурации F,актина в присутствии АТР [23]. Эффекты BeF

x
 и

AlF
4
– были очень похожи, тогда как эффекты V

i
 and P

i
 были незначи,

тельными [68].
Интересно отметить, что фаллоидин и AlF

4
– (или BeF

x
) оказывают

сходное влияние на тепловую денатурацию F,актина, которое выра,
жается в значительном увеличении температуры теплового перехода
(рис. 6). Однако, когда мы одновременно добавляли к F,актину оба
эти стабилизирующих агента, мы наблюдали дополнительную ста,
билизацию F,актина, которая выражалась в сдвиге теплового пере,
хода более чем на 25 оС в сторону высокой температуры [5]. Это зна,
чит, что фаллоидин и BeF

x
 (или AlF

4
–) стабилизируют F,актин незави,

симо друг от друга и действуют скорее всего на разные участки акти,
новой молекулы. Этот вывод согласуется с литературными данными
о том, что фаллоидин и BeF

x
 связываются в разных местах на субъеди,

ницах F,актина [66, 74].

Предполагаемый механизм тепловой денатурации F�актина

Недавно мы провели методом ДСК более подробные исследо,
вания тепловой денатурации F,актина [65]. Было показано, что тер,
мостабильность F,актина сильно зависит от концентрации нуклео,
тида (ADP или ATP). Температура максимума теплового перехода
F,актина (T

m
) возрастает с увеличением концентрации ADP вплоть

до 1 мМ и выходит на плато при более высоких концентрациях ADP
(рис. 7А). Это наводит на мысль о том, что необратимой тепловой
денатурации F,актина предшествует обратимая стадия диссоциации
нуклеотида (ADP) из субъединиц актина. Величина T

m
 зависит также

от концентрации F,актина: она увеличивается на ~3 oC при повыше,
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нии концентрации белка с 0,5 до
2,0 мг/мл (рис. 7В). Сходная за,
висимость величины T

m
 от кон,

центрации белка обнаружена так,
же для F,актина, стабилизиро,
ванного фаллоидином, в то вре,
мя как в присутствии AlF

4
– такая

зависимость выражена значи,
тельно слабее (рис. 7Б). Что ка,
сается мономерного G,актина,
то в этом случае величина T

m
вообще не зависела от концент,
рации белка (рис. 7В). Согласно
современным представлениям,
зависимость величины T

m
 от кон,

центрации белка характерна для
тепловой денатурации олиго,
мерных белков, и наличие такой
зависимости свидетельствует о
том, что необратимой тепловой
денатурации белковых субъеди,
ниц предшествует обратимая ста,
дия их диссоциации из состава
олигомера [49, 84].

Таким образом, полученные
нами результаты наводят на
мысль о том, что необратимой
тепловой денатурации F,актина
предшествуют по крайней мере
две обратимые стадии. Одна из
них – диссоциация нуклеотида
(ADP) из субъединиц актина, а
другая – диссоциация субъеди,
ниц от актиновых филаментов.
На основании этого механизм
тепловой денатурации филамен,
тов F,актина можно представить
следующим образом. Сначала ак,
тиновые мономеры (или корот,

кие олигомеры) диссоциируют с одного из концов актинового фи,
ламента (с «–»,конца). Затем эти мономеры либо утрачивают свя,
занную ADP, после чего сразу денатурируют, либо содержащие ADP
мономеры вновь могут связываться с актиновым филаментом – но

Рис. 7. Зависимости температуры мак,
симума теплового перехода актина
(Tm) от концентрации белка и нуклео,
тида [65]. Скорость нагрева – 1 К/мин.

А. Зависимость Tm для F,актина
(1,5 мг/мл) от концентрации ADP.

Б. Зависимость Tm от концентрации
белка для F,актина, стабилизирован,
ного фаллоидином или фторидом алю,
миния (AlF4

–).

В. Зависимость Tm от концентра,
ции белка для G,актина (в G,буфере)
и для F,актина (в 30 мМ буфере Hepes,
KOH, pH 7,3, содержащем 2 мМ MgCl2

и 2 мМ ADP).
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уже скорее всего с другим (соседним) и с другого конца (с «+»,конца).
Эта модель позволяет объяснить, почему тепловая денатурация акти,
на зависит как от концентрации ADP, так и от концентрации белка.

Важно отметить, что фаллоидин и AlF
4
– существенно отличаются

друг от друга по их влиянию на зависимость T
m
 от концентрации белка

(рис. 7Б). Оба эти стабилизирущих агента резко увеличивают термо,
стабильность F,актина (рис. 6), хотя делают это независимо друг от
друга [5]. Фаллоидин повышает термостабильность F,актина, усили,
вая связи между соседними субъединицами в актиновом филаменте,
тогда как AlF

4
– оказывает сходный эффект путем прочного удержи,

вания ADP в нуклеотид,связывающем центре актина. Таким обра,
зом, AlF

4
–, имитирующий промежуточное состояние ADP–P

i
–актин

в цикле полимеризации актина, должен препятствовать диссоциации
ADP из субъединиц актина и, с другой стороны, стимулировать при,
соединение актиновых мономеров к «растущему» «+»,концу фила,
мента. В свете предложенной выше модели это означает, что AlF

4
–

может оказывать влияние на обе обратимые стадии, предшествую,
щие необратимой тепловой денатурации F,актина, делая таким об,
разом зависимость T

m
 от концентрации F,актина менее выраженной

и приближая ее к зависимости, характерной для мономерных белков.

Взаимодействие F�актина с другими белками

Актиновые филаменты могут взаимодействовать с множеством
других белков. Прежде всего это взаимодействие F,актина с голов,
ками миозина и регуляторными мышечными белками (тропомиозин
и тропонин в скелетных и сердечных мышцах или кальдесмон и каль,
понин в гладких мышцах), которое играет ключевую роль в молеку,
лярном механизме и регуляции мышечного сокращения. В немышеч,
ных клетках актиновые филаменты высокодинамичны и участвуют
во множестве протекающих в клетке процессов, таких как деление и
движение клеток, эндоцитоз, внутриклеточный транспорт и т. д. Струк,
тура и динамика актиновых филаментов регулируются множеством
актин,связывающих белков [31]. Актиновые филаменты могут также
взаимодействовать с плазматической мембраной – напрямую или
косвенно, при помощи актин,связывающих белков, и такое взаимо,
действие имеет большую важность для многих процессов, протекаю,
щих в живых клетках – таких, как экзоцитоз, фагоцитоз и цитокинез.

Тепловая денатурация F�актина в комплексах с миозином, тропо�
миозином и регуляторными белками мышц. Хотя связывание миози,
новых головок с F,актином существенно повышает их термостабиль,
ность, оно не оказывает заметного влияния на тепловую денатурацию
F,актина как в присутствии фаллоидина [5, 70, 77] (рис. 3А), так и в
его отсутствие [71]. Мы также не наблюдали никаких изменений в
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тепловой денатурации F,актина при исследованиях методом ДСК
его комплексов с тропомиозином из скелетных [2] или гладких [58]
мышц, а также с кальдесмоном и кальпонином. Мы наблюдали за,
метные изменения тепловой денатурации F,актина лишь в присутст,
вии тропонина I – одного из компонентов тропонинового комплекса.
Такие изменения выражались в значительном снижении энтальпии
и кооперативности денатурации F,актина [2]. Эти данные свидетель,
ствуют о взаимодействии между тропонином I и F,актином. Эффект
тропонина I был гораздо слабее в том случае, когда его добавляли к
F,актину, стабилизированному AlF

4
– [2]. По,видимому, такая стаби,

лизация F,актина предотвращает влияние тропонина I на структуру
актиновых филаментов.

Влияние кофилина на тепловую денатурацию F�актина. До настоя,
щего времени почти ничего не было известно о том, как актин,связы,
вающие белки влияют на тепловую денатурацию F,актина. Одной
из первых работ в этом направлении является наша попытка приме,
нить метод ДСК для исследования тепловой денатурации F,актина
в его комплексах с небольшим актин,связывающим белком кофи,
лином. Известно, что кофилин может связываться как с мономерным
G,актином, так и с филаментами F,актина, ускоряя деполимериза,
цию актиновых филаментов [31]. Нам удалось показать, что связыва,
ние кофилина заметно повышает термостабильность G,актина; что
касается F,актина, то для него наблюдались два совершенно проти,
воположных эффекта кофилина – в зависимости от степени насы,
щения F,актина кофилином [30, 69]. При насыщающих концентра,
циях кофилина он стабилизирует F,актин, т. е. значительно увели,
чивает его термостабильность, тогда как при низких концентрациях,
недостаточных для насыщения, кофилин вызывает резкое снижение
термостабильности F,актина (рис. 8). Такой дестабилизирующий эф,
фект кофилина обладает очень высокой кооперативностью, пос,
кольку он проявляется даже при очень низких молярных отношениях
кофилин/актин – таких, как одна молекула кофилина на 100–200
мономеров актина. На основании этих интригующих результатов,
полученных методом ДСК, было высказано предположение, что
кофилин, связываясь с F,актином в субнасыщающих концентра,
циях, стабилизирует лишь те актиновые субъединицы, с которыми
он непосредственно связывается, но при этом дестабилизирует с очень
высокой кооперативностью соседние области актинового фила,
мента, состоящие из свободных от кофилина субъединиц [30, 69].
Не исключено, что эти два совершенно противоположных эффекта
кофилина, стабилизация и дестабилизация актиновых филаментов,
впервые обнаруженные при помощи метода ДСК, могут играть важ,
ную роль в динамике актиновых филаментов в живых клетках.
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Взаимодействие актина с мембранными липидами

В литературе имеется лишь одна работа по изучению взаимодей,
ствия F,актина с липидами мембран методом ДСК [33]. Очень инте,
ресный эффект наблюдался при таком взаимодействии: было пока,
зано, что при взаимодействии с липосомами актин подвергается гло,
бальным конформационным изменениям, которые приводят к
полному исчезновению его теплового перехода на термограмме.

IV. ТРОПОМИОЗИН

Тропомиозин (Tm) ассоциирован с актиновыми филаментами во
всех типах мышц и играет важную роль в регуляции мышечного сок,
ращения. Молекула Tm представляет собой димер, состоящий по,
добно стержневой части миозина из двух полипептидных цепей, с
содержанием α,спиралей, близким к 100%. При взаимодействии с
F,актином молекулы Tm связываются друг с другом своими концами,
образуя непрерывную нить вдоль всего актинового филамента.
Вместе с другими регуляторными белками мышц, тропонином в ске,

Рис. 8. Кривые ДСК для комплек,
сов F,актина с кофилином, полу,
ченных при различных молярных
отношениях кофилин/актин.

Концентрация F,актина была
неизменной и составляла 25 мкМ.
Концентрации кофилина указаны
на каждой кривой. Вертикальная
пунктирная линия проведена че,
рез максимум теплового перехода
F,актина, свободного от кофилина
(Tm = 61,5 oC). Вертикальная мет,
ка соответствует 25 мкВт. Скорость
нагрева – 1 К/мин.
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летных и сердечных мышцах или кальдесмоном в гладких мышцах,
Tm участвует в Са2+,регуляции мышечного сокращения. В скелетных
и гладких мышцах экспрессируются две изоформы Tm (α и β); каждая
изоформа состоит из 284 аминокислотных остатков. В гладких мыш,
цах содержится одинаковое количество α и β цепей Tm и молекулы
Tm представлены главным образом αβ,гетеродимерами. В скелетных
мышцах α и β цепи Tm присутствуют в соотношении (3,4) : 1 и поэтому
он может образовывать все три возможные типа димеров: αα, ββ, и
αβ. При физиологических условиях скелетный Tm представляет собой
смесь αα,гомодимеров и αβ,гетеродимеров.

ТЕПЛОВАЯ ДЕНАТУРАЦИЯ ТРОПОМИОЗИНА И
ЭФФЕКТЫ ДИСУЛЬФИДНЫХ СВЯЗЕЙ

К настоящему времени тепловая денатурация гомодимеров Tm
из скелетных и гладких мышц достаточно подробно исследована
методом ДСК. Как установили еще в 1982 г. Потехин и Привалов
[79], а впоследствии подтвердили и многие другие авторы [72, 73,
90], молекула Tm состоит из кооперативных блоков с разной термо,
стабильностью. К примеру, αα, и ββ,гомодимеры мышечного Tm
демонстрируют широкие тепловые переходы, состоящие по меньшей
мере из трех отдельных переходов (калориметрических доменов) [72,
73]. Напротив, αβ,гетеродимеры Tm из гладких мышц давали узкие
тепловые переходы, состоящие только из двух калориметрических
доменов [73]. Более того, при исследованиях методом ДСК удалось
отчетливо продемонстрировать образование αβ,гетеродимеров глад,
комышечного Tm из эквимолярной смеси αα, и ββ,гомодимеров [73].

Каждая цепь димера скелетного Tm (как α, так и β) содержит оста,
ток цистеина в положении 190, и поэтому SH,группы этих остатков
могут образовывать дисульфидную связь между двумя цепями димер,
ной молекулы Tm. Еще в 1978 г. было впервые показано, что образо,
вание такой связи между двумя цепями Tm значительно увеличивает
термостабильность скелетномышечного Tm [48].

Кривая ДСК скелетномышечного Tm представлена двумя хорошо
разрешимыми пиками с максимумами при ~43 oC и ~54 oC (рис. 9A).
Низкотемпературный пик проявляется лишь у препаратов Tm c вос,
становленными SH,группами, но полностью исчезает в условиях,
способствующих образованию дисульфидной сшивки между остат,
ками Cys,190 двух цепей Tm. Это вполне согласуется с литератур,
ными данными о том, что низкотемпературный пик соответствует плав,
лению С,концевой части молекулы Tm с восстановленными SH,груп,
пами остатков Cys,190, тогда как высокотемпературный пик состоит
из двух перекрывающихся тепловых переходов, один из которых соот,
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Рис. 9. Температурные зависимости тепловой денатурации связанного с актином
тропомиозина и его диссоциации с поверхности актинового филамента [47].

А. Кривые ДСК для комплекса αα,гомодимера тропомиозина (αα,Tm) из
скелетных мышц кролика с F,актином, стабилизированным фаллоидином. Для
сравнения приведены также кривые денатурации αα,Tm, полученные в отсут,
ствие F,актина. Пунктиром показаны кривые, полученные при повторном прог,
реве соответствующих образцов. Условия: 30 мкМ αα,Tm, 46 мкМ F,актин, 70
мкМ фаллоидин в 20 мМ буфере Hepes,KOH, pH 7,3, содержащем 2 мМ MgCl2

и 1 мМ β,меркаптоэтанол. Скорость нагрева – 1 К/мин.

Б. Температурная зависимость диссоциации комплекса αα,Tm–F,актин, по,
лученная при измерениях светорассеяния в тех же условиях и при той же ско,
рости нагрева, что и кривая, полученная методом ДСК (А). 100% соответствуют раз,
нице в светорассеянии между комплексом αα,Tm–F,актин при 25 оС и свобод,
ным F,актином, стабилизированным фаллоидином, светорассеяние которого
не изменялось в исследуемом температурном диапазоне (до 65 оС). Снижение ин,
тенсивности светорассеяния отражает диссоциацию комплекса αα,Tm–F,актин.
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ветствует N,концевой части Tm, а другой – С,концевой части Tm с
остатками Cys,190, сшитыми дисульфидной связью между двумя
цепями димера Tm [97].

Таким образом, состояние SH,групп остатков Cys,190 (восста,
новленное или окисленное с образование дисульфидной связи между
двумя цепями димера Tm) играет важную роль в тепловой денату,
рации Tm, поскольку оно определяет термостабильность С,концевой
части молекулы Tm.

КОМПЛЕКСЫ ТРОПОМИОЗИНА С F,АКТИНОМ

Согласно современным представлениям о регуляции взаимодей,
ствия миозина с актином в скелетных мышцах, Tm может занимать
три разных положения (т. е. находиться в трех разных состояниях)
на поверхности актинового филамента в зависимости от присутствия
или отсутствия тропонина, миозина и ионов Са2+: это состояния «B»
(«blocked» – в присутствии тропонина, но в отсутствие Са2+), «С»
(«closed», индуцируемое в присутствии тропонина и Ca2+) и «М» (сос,
тояние «open», индуцируемое лишь в присутствии миозина) [52]. В
гладких мышцах кальдесмон также может вызывать перемещения Tm
между двумя разными состояниями на поверхности актинового фила,
мента [53]. В настоящее время считается общепризнанным, что пере,
мещения Tm на поверхности актина играют ключевую роль в регу,
ляции мышечного сокращения. Согласно последним моделям функ,
ционирования Tm, связанный с актином Tm можно рассматривать
как длинную гибкую нить, динамические свойства которой в значи,
тельной степени определяются внешними воздействиями (такими
как присутствие тропонина или связанного с актином миозина) [88].
Изменения гибкости такой нити могут коррелировать с изменениями
термостабильности Tm; поэтому исследования методом ДСК тепловой
денатурации связанного с актином Tm могут дать ценную информа,
цию о динамических свойствах Tm в различных его состояниях на
поверхности актинового филамента. По этим причинам в последнее
время в нашем научном коллективе метод ДСК интенсивно исполь,
зуется для исследования тепловой денатурации Tm непосредственно
на поверхности актинового филамента.

Недавно методом ДСК было исследовано взаимодействие гладко,
мышечного Tm с филаментами F,актина [58]. Было показано, что
взаимодействие Tm с F,актином вызывает значительное увеличение
термостабильности Tm (тепловой переход Tm смещался в сторону
более высокой температуры на 2–6 oC в зависимости от молярного
отношения Tm/актин), но не оказывает влияния на тепловую дена,
турацию стабилизированного фаллоидином F,актина, который пла,
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вится при значительно более высокой температуре, чем Tm. Сущест,
венный сдвиг теплового перехода в присутствии F,актина наблюдали
лишь для αβ,гетеродимеров Tm, но не для гомодимеров. При изме,
рениях температурных зависимостей светорассеяния было также
установлено, что тепловая денатурации Tm сопровождается его
диссоциацией с поверхности F,актина [58]. Таким образом, исполь,
зование метода ДСК в комбинации с другими методами представляет
собой новый перспективный подход для структурно,функциональ,
ных исследований связанного с актином Tm.

В последнее время мы начали применять этот подход для изуче,
ния Tm скелетных мышц. Показано, что характер тепловой денату,
рации Tm существенным образом изменяется при его связывании с
F,актином. Это выражается в появлении на кривой теплопоглощения
Tm нового высококооперативного теплового перехода с максимумом
около 47 оС (рис. 9А). После прогрева комплекса Tm,F,актин до 90 оС
и последующего охлаждения (т. е. после полной необратимой дена,
турации актина) этот новый пик полностью исчезал и при повторном
прогреве на кривой теплопоглощения наблюдались только пики при
42,5 и 53,5 оС, соответствующие тепловой денатурации свободного
Tm (пунктирные кривые на рис. 9А). Это привело нас к заключению,
что появление нового пика при ~47 oC в присутствии F,актина отра,
жает тепловую денатурацию связанного с актином Tm. Была также
обнаружена очень хорошая корреляция между температурой макси,
мума этого индуцируемого актином нового пика на термограмме
ДСК (рис. 9А) и температурой диссоциации комплекса Tm,F,актин
(т. е. с той температурой, при которой интенсивность светорассеяния
комплекса снижается на 50%) (рис. 9Б). На основании этого можно
заключить, что индуцируемые актином изменения в тепловой дена,
турации Tm связаны с диссоциацией Tm c поверхности актинового
филамента. Важно также отметить, что появление в присутствии актина
нового пика при ~47 oC сопровождается снижением или полным
исчезновением (в зависимости от молярного отношения Tm/актин)
низкотемпературного пика Tm, хотя высокотемпературный пик Tm
при этом практически не меняется (рис. 9А).

Эти результаты привели нас к следующему предположению о
механизме тепловой денатурации Tm, связанного с F,актином.
По,видимому, F,актин защищает связанный с ним Tm от тепловой
денатурации, которая происходит только при диссоциации Tm с
поверхности актинового филамента. Поэтому новый кооперативный
пик при ~47 oC, который появляется только в присутствии актина,
отражает тепловую денатурацию тех частей молекулы Tm, которые в
отсутствие актина должны были денатурировать при более низких
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температурах, чем температура диссоциации, но не могли этого сде,
лать в присутствии актина (это касается главным образом низкотем,
пературного пика свободного Tm, т. е. С,концевой части Tm с вос,
становленными SH,группами остатков Cys,190). Эти участки Tm
денатурируют в присутствии F,актина в очень узком температурном
диапазоне, сразу после диссоциации. Все другие более термостабиль,
ные части молекулы Tm (N,концевая часть и С,концевая часть с ос,
татками Cys,190, сшитыми дисульфидными связями), которые пла,
вятся при более высокой температуре, чем температура диссоциации,
денатурируют независимо от актина после диссоциации Tm с поверх,
ности F,актина.

Мы также применили метод ДСК для изучения тепловой денату,
рации связанного с актином Tm в различных его состояниях на поверх,
ности актинового филамента. Результаты предварительных экспери,
ментов показывают, что переход гладкомышечного Tm в состояние
«M», индуцируемое взаимодействием головок миозина с актином,
сопровождается значительным увеличением термостабильности свя,
занного с F,актином Tm: максимум его теплового перехода смеща,
ется на 5–6 oC в сторону более высокой температуры без особых изме,
нений кооперативности перехода. С другой стороны, переход скелет,
ного Tm в состояние «B», индуцируемый добавлением тропонина в
отсутствие Са2+, приводит к значительному повышению кооператив,
ности тепловой денатурации связанного с актином Tm [2].

Совсем недавно нам удалось весьма успешно применить описан,
ные выше подходы для изучения роли кардиомиопатических мутаций
в молекуле Tm. Было показано, что из двух таких мутаций, D175N и
E180G, первая не оказывает существеного влияния на тепловую дена,
турацию связанного с F,актином Tm, тогда как вторая заметно сни,
жает термостабильность Tm, присоединенного к F,актину, и темпе,
ратуру его диссоциации с поверхности актинового филамента [47].
Эти данные впервые позволили объяснить серьезную разницу в физио,
логических эффектах этих мутаций в молекуле Tm. Известно, что мута,
ция D175N вызывает лишь легкую сердечную недостаточность, тогда
как мутация E180G приводит к тяжелой кардиомиопатии зачастую с
летальным исходом. Основываясь на результатах наших исследова,
ний, можно предположить, что при повышении температуры в сердце
всего на несколько градусов (например, при простуде или при интен,
сивной мышечной деятельности) Tm с мутацией E180G начинает
диссоциировать с поверхности актиновых филаментов и денатури,
ровать, что и приводит в конечном счете к столь тяжелым последствиям.
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V. ТРОПОНИН

Тропонин (Tn) представляет собой белковый комплекс, состоя,
щий из трех компонентов: Са2+,связывающего тропонина С (TnC),
тропонина I (TnI), который ингибирует АТРазу актомиозина, и тро,
понина T (TnT), ответственного за связывание Tn с Tm. В отсутствие
Са2+ TnC слабо взаимодействует с другими двумя компонентами тро,
понинового комплекса, а TnI и TnT прочно связываются с Tm и фик,
сируют его в «блокирующем» состоянии «B» на поверхности актино,
вого филамента. Связывание Са2+ с TnC усиливает взаимодействия
между компонентами тропонинового комплекса и ослабляет их взаи,
модействие с Tm [13]; в результате связанный с актином Tm переходит
из блокирующего положения «B» в положение «C». Таким образом,
Tn играет ключевую роль в Са2+,регуляции сокращения скелетных и
сердечных мышц.

При изучении методом ДСК тепловой денатурации изолирован,
ных компонентов тропонинового комплекса было показано, что при
прогреве вплоть до 100 оС TnI и TnT не демонстрируют кооператив,
ных тепловых переходов [2, 7]. Калориметрические эффекты этих
двух белков удавалось наблюдать лишь косвенно, по влиянию TnI на
тепловую денатурацию F,актина и по влиянию TnT на тепловую дена,
турацию связанного с актином Tm [2]. TnC – единственный из ком,
понентов тропонинового комплекса, обладающий кооперативным
переходом при денатурации [43, 93]. Тепловая денатурация TnC была
впервые изучена методом ДСК еще в 1980 г. Цалковой и Приваловым
[93]. Было показано, что в присутствии двухвалентных катионов кри,
вая теплопоглощения TnC представлена двумя хорошо различимыми
отдельными тепловыми переходами, соответствующими двум доме,
нам в молекуле TnC, один из которых содержит участки специфи,
ческого связывания Са2+, а другой – неспецифические Ca2+,Mg2+,свя,
зывающие участки. При этом оказалось, что связывание Са2+ с
Са2+,специфическими участками очень сильно увеличивает термо,
стабильность домена, содержащего эти участки [93]. Таким образом,
применение метода ДСК позволило выявить глобальные структур,
ные перестройки, которые происходят в TnC при специфическом
связывании Са2+ и играют важную роль при функционировании TnC
в качестве регуляторного белка.
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VI. КАЛЬДЕСМОН И КАЛЬПОНИН

В гладких мышцах регуляция сокращения осуществляется глав,
ным образом путем фосфорилирования регуляторных легких цепей
миозина специальным ферментом – Са2+,кальмодулин,зависимой
киназой легких цепей миозина (КЛЦМ). Считается, что в процессе
регуляции сокращения гладких мышц участвуют также два белка,
кальдесмон и кальпонин, осуществляющие дополнительный конт,
роль сокращения [1]. Оба эти белка ингибируют актин,активируемую
АТРазую активность миозина и подавляют в определенных условиях
движение актиновых филаментов в in vitro motility assay. Кальдесмон
способен изменять положение Tm на поверхности актинового фила,
мента [53], но совсем не так, как это делает Tn в скелетных мышцах.

При исследованиях методом ДСК нам не удалось выявить ни для
кальдесмона, ни для кальпонина кооперативных тепловых переходов
при нагреве вплоть до 100 оС. Более того, нам не удалось обнаружить
никакого влияния этих белков на тепловую денатурацию F,актина
и связанного с актином Tm. К настоящему времени единственным
эффектом кальпонина, наблюдавшимся методом ДСК, было его влия,
ние на фазовые переходы фосфолипидных везикул [22]. Этот факт
указывал на то, что кальпонин может взаимодействовать с фосфоли,
пидами и, по,видимому, участвовать в прикреплении актиновых
филаментов к клеточной мембране.

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Завершая обзор, можно заключить, что применение метода ДСК
предоставляет новые (и зачастую уникальные) возможности для струк,
турно,функциональных исследований мышечных белков. Примене,
ние этого метода позволяет относительно просто и очень отчетливо
выявлять и впоследствии детально исследовать глобальные структур,
ные перестройки, которые происходят в головке миозина в процессе
АТРазной реакции и при взаимодействии с актином. Такой подход,
в сочетании с использованием других методов, позволяет исследовать
взаимосвязи между функционально важными участками, располо,
женными в миозиновой головке на большом расстоянии друг от
друга. Применение метода ДСК представляет собой также новый мно,
гообещающий подход для изучения высококооперативных конфор,
мационных изменений в актиновых филаментах, индуцируемых раз,
личными актин,связывающими белками. Помимо этого, примене,
ние метода ДСК в сочетании с другими методами позволяет получать
совершенно новую информацию о структурном состоянии тропо,
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