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ВЛИЯНИЕ МОДИФИКАЦИИ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
ЛЕГКИХ ЦЕПЕЙ МИОЗИНА НА АГРЕГАЦИОННЫЕ 
ХАРАКТЕРИСТИКИ ЕГО АКТИВНЫХ ФРАГМЕНТОВ 

Πроведено сравнительное исследование агрегационных характеристик: (при 42 °С) актив-
ных фрагментов миозина скелетных мышц кролика—химотриптического субфрагмента-/ 
(X-Cl) без регуляторной легкой цепи (PJJЦ), Mg-папаинового субфрагмента-1 (Mg-Ci), 
включающего РЛЦ, и тяжелого меромиозина (TMM)j содержащего дефосфорилирован-
ные или фосфорилированные РЛЦ. Показано, что помимо гидрофобных взаимодействий 
большое влияние на связывание РЛЦ с шарнирным сегментом головки миозина ока-
зывают двухвалентные катионы. Полученные результаты позволяют предположить, что 
в присутствии двухвалентных катионов РЛЦ оказывает стабилизирующее воздействие 
на лабильные структуры головки миозина — «существенную» легкую цепь — и через 
нее на фрагмент с молекулярной массой 50 000. Действие фосфорилирования РЛЦ 
противоположно таковому двухвалентных катионов: оно приводит к некоторой де-
стабилизации структуры головки, что свидетельствует об ослаблении связывания фос-
форилированной РЛЦ с головками и может служить косвенным указанием на 
«подстроечную» роль фосфорилирования РЛЦ при функционировании сократительной 
системы скелетных мышц. 

Введение. Главную роль в системе сокращения мышц играет миозин. 
Его молекула состоит из нескольких структурных фрагментов, различа-
ющихся функционально. Эти фрагменты взаимодействуют между собой 
в процессе сократительного акта [1, 2]. Основная нагрузка при этом 
приходится на головки, представляющие собой глобулярные структуры, 
образованные N-концевыми участками двух тяжелых цепей миозина. 
На каждой головке размещены АТФазный и актинсвязывающий цент-
ры миозина. Помимо тяжелых цепей головки содержат также по две 
нековалентно связанные легкие цепи: «существенные» (CJIЦ) , игра-
ющие важную роль в стабилизации структуры головок [3], и «регуля-
торные» ( Р Л Ц ) , которые в гладких мышцах и в мышцах беспозвоноч-
ных принимают непосредственное участие в регуляции сокращения. 
В таких сократительных системах регуляция осуществляется либо че-
рез Са2+-зависимое фосфорилирование — дефосфорилирование Р Л Ц , ли-
бо при непосредственном связывании Ca2+ с Р Л Ц [4, 5] . Р Л Ц миозина 
скелетных мышц также способны связывать Ca2+ и фосфорилировать-
ся в процессе сокращения, однако непосредственного участия в регу-
ляции запуска сокращения мышц они не принимают и, по-видимому, 
выполняют иные, неясные до сих пор функции. 

Удобным объектом для изучения роли легких цепей миозина явля-
ются препараты изолированных головок миозина, известные под на-
званием субфрагмент-1 ( C l ) . Они несколько различаются в зависимос-
ти от способа получения [6—8]. Так, химотриптический Cl (X-Cl) — ре-
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зультат ограниченного гидролиза препаратов миозина а-химотрипси-
ном в отсутствие двухвалентных катионов — имеет укороченную тяже-
лую цепь (96 000) и только одну легкую цепь ( С Л Ц ) . M g - C l , выде-
ленный с помощью папаина в присутствии Mg2+, содержит более длин-
ную тяжелую цепь (102 000) за счет шарнирного участка между голов-
кой и стержневой частью миозина и обе легкие цепи. Д л я исследова-
ния структурно-функциональных характеристик миозина также широ-
ко используется еще один его активный фрагмент — тяжелый меромио-
зин (TMM), образующийся при гидролизе миозина α-химотрипсином в 
среде с высокой ионной силой в присутствии двухвалентных катионов. 

TMM содержит две головки и часть 
стержня миозина (субфрагмент-2 
(С2) ) , которая не принимает учас-
тия в образовании толстых ни-
тей [9]. 

В настоящей работе сделан ана-
лиз особенностей взаимодействия 
регуляторных легких цепей миозина 

12 3 3 

Рис. 1. Изменение во времени оптического поглощения (светорассеяния) (A32O) препа-
ратов TMM при действии повышенной температуры (42 °С). Препараты TMM (0,2 мг/мл) 
инкубировали в среде, содержащей (ммоль/л): трис-HCl (рН 7,8)—30: KCl—100, 
NaN3—1; дитиотреитол—1; Э Д Т А — 1 (кривые 1, Г ) , или C a C l 2 — 1 (кривые 2, 2 ' ) , 
или MgCl 2 — кривые 3, 3 ' ) . Кривые —Зг относятся к препаратам TMM с фосфорили-
рованными Р Л Ц , 1—3 — к препаратам с дефосфорилированными Р Л Ц 
Рис. 2. Изменение во времени оптического поглощения (светорассеяния) (A320) препа-
ратов X-Cl (кривые 1—3)у Mg-Cl (кривые I r — 3 ' ) и TMM (кривые V r—3") при дейст-
вии повышенной температуры (42 °С). Названные препараты (0,1 мг/мл) инкубировали 
в среде, содержащей (ммоль/л): трис-HCl (рН 7,2)—30; KCl—100, N a N 3 - I ; дитиотреи-
тол—1; ЭДТА—1 (кривые / , V и / " ) , или C a C l 2 - I (кривые 2, 2' и 2") , или M g C l 2 - I 
(кривые 3, 3 ' и 3") . Все препараты дефосфорилированы 

с тяжелыми цепями его головок и влияния на это взаимодействие фос-
форилирования Р Л Ц и двухвалентных катионов. Д л я этого применяли 
препараты M g - C l , X-Cl и ТММ, содержащий полностью фосфорили-
рованные или полностью дефосфорилированные Р Л Ц . Агрегационные 
характеристики белковых препаратов регистрировали с помощью ме-
тода светорассеяния. 

Материалы и методы. В работе использовали трис-основание , па-
паин, α-химотрипсин, соевый ингибитор трипсина, NaN3 , додецилсуль-
фат натрия (DS-Na) фирмы «Serva» (Германия) , кумасси ярко-голу-
бой R-250 фирмы «Reanal» (Венгрия). Остальные реактивы квалифи-
кации х. ч. и ч. д. а.— отечественного производства. 

Миозин из скелетных мышц кролика выделяли по методике Перри 
[10] с некоторыми модификациями. Cl миозина, содержащий интакт-
ные Р Л Ц ( M g - C l ) , получали в соответствии с работой [8]; химотрип-
тический Cl ( X - C l ) — п о методу [11]; ТММ, содержащий полностью 
фосфорилированные или полностью дефосфорилированные Р Л Ц , — по 
[12]. Степень фосфорилирования Р Л Ц определяли с помощью электро-
фореза в мочевине. Чистоту препаратов проверяли с помощью DS-Na-
гель-электрофореза, а также путем анализа их спектров поглощения. 
Поглощение и светорассеяние используемых препаратов измеряли на 
спектрофотометре «Specord М-40» (Германия) . 
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Результаты и обсуждение. Опыты со всеми активными фрагмента-
ми миозина проводили в стандартных условиях. !Растворы препаратов 
термостатировали в кварцевой кювете ( 1 X 1 мм) в кюветном отделе-
нии спектрофотометра при 42 °С. В процессе термостатирования (при-
близительно в течение 1 ч) светорассеяние исследуемых препаратов ре-
гистрировали в режиме непрерывной записи при длине волны 320 нм. 
В таких условиях собственные хромофоры белков практически не пог-
лощают. Результаты экспериментов приведены на рис. 1 и 2. Из рис. 1 
видно, что фосфорилирование Р Л Ц приводит к усилению агрегатооб-
разования TMM при нагревании: светорассеяние быстрее нарастает во 
времени и достигает более высокого уровня (кривые 2, 2 ' и 3, 3 ' ) . За -
мена в растворе ионов Ca2+ на Mg2+ вызывает усиление агрегатообра-
зования препаратов TMM (кривые 2, 3 и 2' и 3 ' ) . И, наконец, при на-
личии в растворе этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), связы-
вающей двухвалентные катионы, агрегатообразование TMM начинает-
ся быстрее, но при этом кривая светорассеяния достигает более низко-
го уровня, чем в случае наличия в растворе двухвалентных катионов 
(кривые 1—3 и Ґ—<?'). Д л я фосфорилированного TMM уровень све-
торассеяния при наличии ЭДТА выше, чем для дефосфорилированного 
(кривые 1 и Г ) . 

Кривые временной зависимости светорассеяния для различных пре-
паратов Cl (Х-С1 и M g - C l ) представлены на рис. 2. Д л я сравнения 
приведены также аналогичные кривые для ТММ. Как видно, в случае 
X-Cl (кривые 1—3) замена ионов Ca2+ на Mg2+ практически не влияет 
на кривую светорассеяния; эффект ЭДТА на уровень агрегатообразо-
вания также незначителен, хотя на начальных этапах оно несколько 
замедляется. Что же касается препаратов Mg-Cl , то для них при за-
мене в растворе Ca2+ на Mg2+ степень агрегатообразования повышает-
ся, как и в случае ТММ. Нужно отметить, что при наличии в растворе 
двухвалентных катионов субфрагмент Mg-Cl характеризуется большей 
устойчивостью к воздействию повышенных температур по сравнению с 
X-Cl : хорошо выраженное агрегатообразование у препаратов Mg-Cl 
наступает значительно позже (сравнить кривые 2Г, 3' и 2, 3 на рис. 2) . 
Кривая светорассеяния препаратов Mg-Cl существенно меняется при 
добавлении ЭДТА (см. рис. 2, кривая I f ) : агрегатообразование нарас-
тает во времени и достигает более высокого уровня, чем в случае при-
сутствия в растворе двухвалентных катионов (в отличие от препара-
тов ТММ). 

Из данных рис. 2 следует также, что для препаратов Х-С1, Mg-Cl 
и ТММ, которые использовали в опытах при концентрациях 1 мг /мл, 
наблюдаются различные максимальные уровни светорассеяния. Одна-
ко эти различия только кажущиеся. При использовании одинаковых мо-
лярных концентраций этих препаратов в расчете на одну головку и с 
учетом того, что масса молекулы Mg-Cl несколько больше таковой 
X-C1, а молекула TMM содержит две головки и субфрагмент-2, все три 
группы кривых выходят на достаточно близкие уровни светорассеяния. 

Интерпретация полученных данных требует некоторых предвари-
тельных сведений, касающихся поведения различных структурных эле-
ментов активных фрагментов миозина (ТММ и C l ) при нагревании и 
воздействии других денатурирующих факторов. Как уже упоминалось, 
основные функциональные центры размещены на головках миозина 
(C l ) и формируются его тяжелыми цепями. Тяжелая цепь Cl при ог-
раниченном трипсинолизе расщепляется на фрагменты с молекуляр-
ными массами (м. м.) 25 000, 50 000 и 20 000 или 24 000 (для X-Cl и 
M^-Cl соответственно) [13, 14]. Наиболее лабильной структурой ха-
рактеризуется фрагмент 50 000, денатурационные, необратимые изме-
нения которого могут происходить при действии добавок различных ор-
ганических веществ или повышенных ( > 3 5 °С) температурах [15—17]. 
С номощыо метода светорассеяния и дифференциальной сканирующей 
калориметрии в структуре Cl выделено не менее трех кооперативно 
плавящихся структурных элементов, которые в большой степени COOT-
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ветствуют триптическим фрагментам тяжелой цепи Cl [18—20]. Мик-
рокалориметрические исследования показывают, что, по крайней мерс, 
часть фрагмента с м. м. 50 000 образует наиболее лабильный структур-
ный домен с максимумом теплопоглощения (плавления) 39—40 °С [21]. 
Интервалу плавления этого домена соответствует также область плав-
ления СЛЦ. Максимумы теплопоглощения двух доменов субфрагмеп-
та-1 приходятся на 47—48 и 51 °С. При температуре 51 °С плавится 
также Р Л Ц [21]. Стержневой участок TMM (субфрагмент-2) представ-
ляет собой также термоустойчивую структуру с максимумом плавления 
51 °С [22]. Таким образом, с учетом этих данных можно полагать, что 
в процессе инкубирования использованных препаратов при температу-
ре 42 °С происходят необратимые денатурационные изменения, как пра-
вило, во фрагменте с м. м. 50 000, сопровождающиеся плавлением, по 
крайней мере части его структуры (структурный домен 1). При такой 
ж е температуре плавится СЛЦ, которая локализована в основном на 
фрагменте с м. м. 20 000 [14]. Остальные структурные элементы иссле-
дуемых препаратов оставались интактными в указанных выше услови-
ях. В ходе проведения экспериментов целенаправленной модификации 
подвергался только один э л е м е н т — Р Л Ц . 

Полученные результаты показывают, что ионы Ca2+ обладают зна-
чительным стабилизирующим воздействием на структуру головки мио-
зина как в случае TMM (фосфорилированного или дефосфорилирован-
ного) (см. рис. 1), так и в случае Mg-Cl (см. рис. 2) . При замене Ca2+ 
на Mg2+ денатурационные изменения в структуре головок идут быстрее, 
о чем свидетельствует более быстрое и интенсивное агрегатообразова-
ние. Поскольку С Л Ц размещена на фрагменте с м. м. 20 000 и контак-
тирует с одной стороны с фрагментом размером 50000і, а с другой — 
с Р Л Ц , размещенной главным образом на шарнирном участке [14], 
можно полагать, что Р Л Ц через С Л Ц может влиять на фрагмент с 
м. м. 50000. С одной Р Л Ц , как иззестно, связывается один ион Ca2+ 
[23—25]. Нам представляется, что наиболее вероятное следствие свя-

зывания Ca2+ заключается в усилении взаимодействия между Р Л Ц и 
С Л Ц . Ион Ca2+ может связываться в одном месте Р Л Ц (возможно, с 
образованием координационной связи с тяжелой цепью), модифицируя 
при этом расположенный в другом месте участок контакта с СЛЦ, или 
же образовывать координационную связь в месте контакта Р Л Ц и 
С Л Ц . Координационные связи между отрицательно заряженными груп-
пами через ион Ca2+ известны для многих Са2+-связывающих белков 
[26]. На наличие такой связи между Р Л Ц и другими структурными 
элементами головки скелетномышечного миозина указывает тот факт, 
что сродство Ca2+ к Р Л Ц , связанной с головкой, во много раз больше, 
чем к свободной Р Л Ц [27, 28] . Связывание Mg2+ в структурах, эволю-
ционно приспособленных для Ca2+, должно давать более слабую ко-
ординационную связь и соответственно меньший стабилизирующий эф-
фект, что и наблюдается в наших опытах. В пользу такого представ-
ления о характере воздействия двухвалентных катионов на структуру 
головки миозина, как нам кажется, свидетельствует различие кривых 
светорассеяния для препаратов X-Cl и Mg-Cl (см. рис. 2). У препа-
ратов Mg-Cl , содержащих полный набор легких цепей, агрегатообра-
зование замедляется (кривые 2', 3') по сравнению с препаратами X-Cl 
(кривые 2, 3) , содержащими только С Л Ц и для которых, следователь-
но, стабилизация через взаимодействие Р Л Ц и С Л Ц невозможна. Та-
кое же замедление агрегатообразования характерно и для препаратов 
TMM (см. рис. 2, кривые 2", 3") . 

Из литературы известно, что фосфорилирование, ответственное за 
регуляцию сокращения гладких мышц, существенно влияет на струк-
туру Р Л Ц , ослабляя ее связь с головкой миозина [29]. Благодаря та-
ким изменениям на молекуле миозина, по-видимому, становятся до-
ступными участки его взаимодействия с актином. Полученные нами 
данные для скелетных мышц подтверждают подобное действие фосфо-
рилирования на Р Л Ц . При фосфорилировании Р Л Ц их стабилизирую-
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щее влияние на активные фрагменты миозина скелетных мышц умень-
шается: агрегация TMM начинается быстрее и достигает более высо-
ких уровней, чем у дефосфорилированных препаратов TMM (см. рис. 1, 
кривые 2 3 ' ) . Учитывая вышеизложенное, а также исходя из пред-
ставления о том, что запуск сокращения скелетных мышц осуществля-
ется через актиновую нить, можно предположить, что фосфорилирова-
нпе Р Л Ц миозина здесь играет роль «подстроечного», или модулирую-
щего, фактора. 

ЭДТА при использованной в наших опытах концентрации (1 мМ), 
по-видимому, удаляла около 50 % Р Л Ц из активных фрагментов миози-
на [30]. Вследствие этого, во-первых, нужно ожидать существенного 
уменьшения стабилизирующего действия Р Л Ц на структуру головки и, 
во-вторых, должны образовываться дополнительные центры агрегации 
по гидрофобным участкам связывания удаленных Р Л Ц . Оба фактора 
способствуют усилению агрегатообразования, что особенно наглядно 
проявляется в случае препаратов Mg-Cl (см. рис. 2, кривая Ґ ) , агре-
гатообразование которых резко нарастает и достигает в присутствии 
ЭДТА более высокого уровня, чем в присутствии двухвалентных катио-
нов (см. рис. 2, кривые 2', 3'). Однако мы наблюдали несколько иной 
характер влияния ЭДТА на светорассеяние препаратов TMM (см. рис. 1, 
кривые 7, Ґ ) . На начальном этапе нарастание агрегатообразования 
идет так же интенсивно, однако кривые светорассеяния выходят на 
уровни, более низкие, чем таковые соответствующих кривых для пре-
паратов ТММ, содержащих двухвалентные катионы (см. рис. 1, кри-
вые 2, 3 и 2\ 3'). Этот факт можно объяснить, основываясь на резуль-
татах Шауба с сотр. [31], которые, исследуя миозиновые молекулы, 
свободные от Р Л Ц , обнаружили внутримолекулярные гидрофобные вза-
имодействия между двумя головками по участкам связывания Р Л Ц . 
В условиях нашего эксперимента такие взаимодействия на начальных 
этапах, скорее всего, не оказывают большого влияния на интенсивность 
агрегатообразования из-за значительной подвижности головок. Одна-
ко позже, после формирования достаточно плотных агрегатов, ограни-
чивающих подвижность головок, взаимодействие между последними 
вследствие ограничения действия энтропийного фактора усиливается, 
что приводит к уменьшению количества дополнительных центров агре-
гации и соответственно к понижению уровня светорассеяния на доста-
точно продвинутых стадиях агрегатообразования. При фосфорилиро-
вании ТММ, как упоминалось выше, связь Р Л Ц с головкой ослабляет-
ся, из-за чего при воздействии ЭДТА на головки миозина должно уда-
ляться больше Р Л Ц по сравнению с дефосфорилированными препара-
тами. Как следствие, у фосфорилированных препаратов можно ожидать 
большего количества дополнительных центров агрегатообразования, 
чем и объясняется более высокий уровень светорассеяния у фосфори-
лированных препаратов TMM (см. рис. 1, кривая Ґ ) по сравнению с 
дефосфорилированными (см. рис. 1, кривая 1). 

Важно отметить, что несильное, но все же заметное замедление 
агрегатообразования в растворах X-Cl при воздействии ЭДТА (см. 
рис. 2, кривая 1) объясняется удалением из раствора двухвалентных 
катионов, которые играют, по-видимому, определенную роль в стаби-
лизации формирующихся агрегатов через образование межмолекуляр-
ных координационных связей. 

S u m m a r y . Aggrega t i ve character is t ics (at 42 °С) of active skeletal muscle myo-
sin f r a g m e n t s — chymotrypt ic s u b f r a g m e n t 1 lacking r egu la to ry l ight chain (RLC) 1 M g -
papa in s u b f r a g m e n t 1, con ta in ing R LC, and heavy meromyosin , con ta in ing dephosphory-
latecl or phosphoryla ted RLC — were studied compara t ive ly . Besides hydrophobic in tera-
ctions, divalent ca t ions are shown to exert l a rge inf luence on b ind ing of RLC with myo-
sin head hinge region. The exper imental data sugges t that in the presence of d ivalent ca-
t ions RLC stabi l izes the labile myosin head s t ruc tures — 50 kDa f r a g m e n t and «essent ia l» 
l ight chain. The effect of RLC phosphory la t ion is opposi te to d ivalent cat ion inf luence: 
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it l e a d s to s o m e d e s t a b i l i z a t i o n of head s t r u c t u r e t h e ev idence fo r which is t he w e a k e r b in -
d i n g of p h o s p h o r y l a t e d RLC to t he head . It m a y be an inderec t i nd ica t ion fo r «auxiliary)· 
ro le of RLC p h o s p h o r y l a t i o n in f u n c t i o n i n g of ske le ta l m u s c l e c o n t r a c t i v e sys t em. 
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ВЛИЯНИЕ 1 α-ОКСИВИТАМИНА D3 

И 24,25-ДИОКСИВИТАМИНА D3 

НА ПУЛ СВОБОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ 
И ДРУГИЕ ПОКАЗАТЕЛИ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЦЫПЛЯТ 

В экспериментах на цыплятах проведено сравнительное изучение антирахитической ак-
тивности витамина D3, Ia-OHD3 и 24,25-(OH)2D3 и их способности снижать уровень хо-
лестерина и изменять содержание свободных аминокислот в сыворотке крови. 

Эффекты витамина D0 и его производных, хотя и сходны по характеру, однако за-
метно разнятся в зависимости от дозы и химической структуры вещества. Наибольшим 
эффектом на данные показатели обладал Ia-OHDz. Введение ОН-группы по С-24 вместо 
C-I обусловливает снижение способности производного витамина D3 регулировать обмен 
Ca и Ph и увеличение — при воздействии на обмен холестерина. 

Введение. Важной химической особенностью веществ D-витаминной 
природы является их способность к различным структурно-функциональ-
ным модификациям. В результате существует большое количество ана-
логов витамина D, антирахитическая активность которых варьирует в 
широких пределах. Наиболее изучены производные витамина, содер-
ж а щ и е гидроксильные группы в положениях C-I , С-24 и С-25. Физио-
логическая значимость гидроксилирования витамина D3 по данным по-
ложениям до настоящего времени полностью неясна. Несет ли к а ж д а я 
из указанных гидроксильных групп строго специфическую функциональ-
ную нагрузку—окончательно не выяснено д а ж е для антирахитической 
активности метаболитов витамина D. Исследования ж е новых, нетра-
диционных направлений биологической активности веществ D-витамин-
ной природы велись, в основном, с использованием самого витамина и 
его гормонально активной формы·— 1,25-(OH)2D3 . 

Полученные нами ранее результаты свидетельствуют о том, что как 
витамин D3, так и 1,25-(OH)2D3 способны, помимо регуляции обмена 
Ca и Р, воздействовать на пул свободных аминокислот и содержание 
холестерина в сыворотке крови цыплят [1, 2] . При этом метаболит 
оказывал на данные показатели более сильный и далеко не всегда ана-
логичный витамину D3 эффект. 

Целью данной работы являлось сравнительное изучение влияния 
двух других веществ D-витаминной природы— Ia -OHD 3 и 24,25-(OH) 2 D 3 
на антирахитические показатели, содержание различных фракций холе-
стерина и пул сыворотки крови цыплят. 

Материалы и методы. Эксперименты проводили на цыплятах поро-
ды Хайсекс белый кросс в первый месяц их жизни. Первая группа цып-
лят получала рацион, полноценный в отношении всех необходимых пи-
тательных компонентов, но лишенный витамина D3 [3] . Цыплята вто-
рой группы получали, кроме исходного рациона, еще и витамин D3 из 
расчета 10 ME в день на птицу, что обеспечивало 100 % физиологиче-
ской потребности в данном витамине [3] . Птицам третьей группы вме-
сто витамина D3 давали I a -OHD 3 в дозе 2,5 ME в день на птицу, а 

© Л. Б. Бондаренко, Р. И. Яхимович, В. К. Бауман, 1993 

15 ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1993. Т. 9. .Nfe 1 


