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ДВА СТРУКТУРНО ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ состояния 
АКТОМИОЗИНА, устойчивость к денатурирующим 

воздействиям

Б. Л ТИКУНОВ. 1. Э. МЛЛОЯ/1, ,м .4 КАЙФАДЖЯН. .4 Г ОГАНЕСЯН

Институт кардиологии мм ,4 А Оганесяна М3 АрмССР Ереван

Усмиивлсяо, что и двух различных состояниях имомнииш ни сколе t 
пил иышц \рыс >бладаст неодинаковой устойчивостью к денатурирую- 
ин-н. дейстнию мочс-аини к температуры В I состоянии хнмнч&каи де
струкции белка идет с большей степенью коогтератнанисти. л тормодси.т 
турздия наблюдается при больших температурах, чем во II состоянии 
Предп<։.'..։глется, что и двух состояниях между актином и миозином уста 
нлвлшмется равное число контактов, что главным образом связано со 
структурным։! перестройками в миозине.

Լաւաստվսհ I. ар Լրէրւ տ—քՀնր վիճակներում ..։ կա n միո գին չ օհ մ իա inti
սակ 1րււլունր..Օ .! ԿրաԼչաքէք, Լ *երմ աստիճանի ապակայունացնող ա<րլերյո\ 
թրսն նկաամամր։ ! վիճակում . ^իտակուցի քիմիական ա ч/ակաււմ ավորամ ր 
իրաղո/ք>վո,մ 4 կոռՀյրաաիվւսթրան ավելի քարեր մակարդակով, իսկ լերմաւին 
էքեկաղմ ..'վորում •։ կաւ֊-րարվէ1ւմ ( ավելի քարեր չերմա սաիձաՆննր ում, քան 11 վի՝ 
ճակում 1>նք1աղրվր.,մ է- «/> .-աիւ.էակո։^ի վիճակներում ակսէինի և միոզինի ‘էիքն 
հաստատվում են տարրեր քանակի կոնտակտներ, ինչք հլիսսվոր ապես որոշվում 
? միոՀ՚ինի վերսւկաոոէ^ո-մներովէ

Ti՝c diire.-enics jn ' (abtliiy oi the !ս՚օ various states .՛*• .ictoinycisin from՛ 
ihv li'.ts s.k-.-lelon muscles :o urea and lemperature denaiurat ’Հ a j:oh arc 
discovered. ՜1.ՀԻէ՜ mop;-՜: v.iy <>i protein chemical destrucllon and hig
her denalurai ՛>“ «vnprr-Jure desenb՞ ihe ’ <։?■•.• n! actomyosin complex, 
comrared With ihe 11 --.ate l! > pro, esed that in xrate՜ protein diffe
rent number ol contacts be wven ar։:n and myosin m.iy be formed. 
u'li.H mainly depends on the nruciunl •eeoHstru. t-ous in myosin

С>,-։астцне ммицы—ак7омио;1ин—(к*штурация.

Ранее нами было показал;, что двустзднйная кинетика комплексооб
разования миозина с актином (СПП) и АТФазы натурального акто- 
ми« ни на <1ив;п1.ч с участием н утих реакциях двух глпон функциональ
но [2. 5] и структурно [3, 4] неэквивалентных белковых комплексов.

Сокрлшснни СНП cyncpnpcuHrtiiTniuoi. АТФл.։ ддсщ}зннгр|и|>осф.1.а.ш 
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Расчет термодинамических параметров, характеризующих ваимопре- 
яращенпе двух типов актомиозиновых частиц [6], позволил |дентифи- 
цировать их как комплекс актина с двумя структурными формами мио
зина (конформерами согласно [1]). Обратимым переходам между 
двумя :инами миозиновых конформеров в настоящее время ив лнгся 
особо важная роль в процессах генерации или регуляции величины ак- 
ткзнг.го напряжения, развиваемого мышечным волокном 11].

Для выяснения природы различий двух состояний актомиозина 
важно знать гип контакта и характер связи между актин м и миззи 
Йом в данном типе комплекса Согласно имеющимся снедениям. воз
можно образование сильной и слабой актин-мнлзинозой связи (Ю| 
однако остается неясным, в какой степени это сопряжено с .миозино
выми конформерами [I]. С другой стороны, учитывая, например, не 
одинаковую атакуемость протеазами ми^тина :< равных к-пформ:щи >н 
ных состояниях [II]. можно предположить, чю устойчивость двух ти
пов актомиозиновых комплексов к действию некоторых денатурирую
щих факторов также будет раз.! и чаться Выяснению -ло > вопроса п 
священ а настоящая работа.

Материй,; и мет«м)ика Натуральный аюомиолин получали ил бедренных мип;л 
крыс по методике [12]. Вмок подвергал-՛ дополнительной очистке ультраиентри- 
фугиропз1йгем при ЗоООО.д в 0,0 М КС1 и лпвждк .дчц. ..г.пилон, ш демс-нп.пг.ч՝ 
миной водой (pH 6.К1 Миозин получали по методу [13] Чистоту белков прове
ряли злвктрофоретичсски [1<>]. •• концентрацию определяли и.՜, связыванию с кра
сителем кумасн 0-250 [!4՜

Оптические измерения производили и,- спсктрпфсп'мегре «Спекорд» М-М) (ГДР). 
Разностные спектры белковой суспензи.՛ реслстрироаали с испсльзоганиом слепи --н- 
него отсека для мутных проб, ■՛ термограммы плавлении с применением пвтояэтн- 
теского хемпературиого сканера ТАЕ-1 Градиент нпрастзйня .гм՝.< аг ры состав
лял 0.4 К/.мин, точность контроля ±0.1 . Нспольч.-палн кварцевые хыяеты толщи- 
ной ' см, конечный объем проб—3 мл. Содержи՝՛ проб постоннно т-ремешив ЫН 
с помощью пстроенныл в к;-? к ный отсек магнитных мешалок.

Кышетрацнн ннгредш нов инкубиров.чнш в среды рксс-иг»нч.и. и •՛•!;■инл.-н вым 
программам [9]. модифицированным Л А Климовым (ИБО АН СССР, Лунгин 1) 11՛ 
стояппыс компоненты (в мМ): трис НС1 -20, (pH 7.55), 2-меркапго>танзл I. \ 
ЭДТА—0,25 и 0.13 мг/м.1 беях.։. Варьирозапн гс условия огояорелы н каждом кон
кретном случае.

Результаты и обсуждение. Процесс денатурации натурального ак
томиозина, тестируемый по увели юншо УФ-абсорбции белка, заверша
ется при 2—3,5 М мочевины (рис. I). Форма крнзых ;игр шла ,я силь
но различается для двух состояний актомиозина, переход между к< - 
торыми достигался в данном случае ‘изменением концентрации ионов

и контролировался по кинетике СПИ [2, 3, 5] Предпочтение Му - 
зависимому варианту смены двух состояний белка было отдано с 
целью поддержания постоянной конечной ионной силы раствора, изме 
некие которой могло бы повлиять на эффекты мочевины, обусловлен
ные главным образом ионным фактором.

Низкие концентрации Му2- обеспечивают одностадийный ход СПИ 
натурального актомиозина [41 по «высокотемпературному» типу, с уча
стием «-конформеров миозина [6]. Для этого (I) состояния белка ха
рактерна выраженная сигмоидная форма кривых титрования мочевя 
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вой (рис. I а). Увеличение концентрации М"2՜ переводит актомиозин 
во II состояние [4], при котором миозин находится в Ц-форме и для 
которого характерен «низкотемпературный» тиа СПП [6]. В этом 
случае сигмоидный участок кривых титрования мочевиной выпрямля
ете я.

Качественно аналогичные различия в форме кривых титрования 
мочевиной для двух состояний актомиозина сохраняются и после за
вершения реакции СПП (рис. 16). Полную денатурацию при этом 
вызываю; более высокие концентрация мочевины, что, ио-видимому, 
связано со стабилизацией структуры актомиозинового комплекса в хо
де СПП.

Ри» 1. Рис. 2.
Рис 1 Кривые спектрофотометрического пирования мочевиной нату
ральном актомиозкнл скелетных мнаш крыс до (л) и после (б) взаимо
действия с 0.1 мМ ЛТФ. Светлые кружки—I состояние (0.01 .мМ МйС1а). 
темные кружки—II состояние (0,5 мМ МеС1.>> белка 75 мМ КС!.
0.063 мЧ СаС!2, 25* —«сличила УФ-абсорбцлн образна тол

щиной I см. определяемая но разностным спектрам
Риг 2. Графики Хилла титрования актомиозина мочевиной (построены 
по кривым, представленным на рис. 1. обозначения те же) а н б—до и 
.тесле взаимодействия с ЛТФ соответственно. Цифры—значения коэффи
циентов Хилла, рассчитанные по тангенсам углов наклона соответству- 

щих кривых.

Значения коэффициентов Хилла, рассчитанные по кривым титро
вания мочевиной, для I состояния почти в 1,7 раза превышали тако
вые для И состояния как до (рис. 2 а), так и после (рис. 2 6) осуще
ствления СПП. Эю говорит о том, что в 1 состоянии актомиозина хи
мическая деструкция идет с более высокой степенью кооперативности.
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Небезынтересно отметить также появление излома на кривых Хилла 
для I состояния актомиозина после взаимодействия с ЛТФ.

Следовательно, изучение химической деструкции актомиозина по
казывает. что структурные характеристики белковых макромолекул 
могут сильно различаться в зависимости от их состояния. Однако на 
основании этих тайных весьма затруднительно говорить о состоянии 
отдельных компонентов белкового комплекса В этой связи нами был 
изучен характер термоденатурации двух типов актомиозиновых ча
стив.

При низкой ионной силе, обеспечивающей переход актомиозина в 
1 состояние [2. 3], термограммы плавления характеризуются наличи
ем о.лееятолько стабильного участка в диапазоне 20- 35е. за которым 
с.?, дуст участок обратимой денатурация белка, заканчивающийся при 
63= (рис. За). Дальнейшее увеличение температуры вызывает к< агу-

Рис. 3. Гермограммы плаваейия натурального актомиозина (а. б) и мио- 
ля.ча (в) скелетных мышц крыс ди (а, и) н после (б) взаимодействия 
с 0.։ мМ ЛТФ Условий- I состояние (сплошные линии): 50 мМ KC.I (в 
75 мМ); II состояние (пунктир); 150 мМ КС; (в—175 мН). Во неех слу

чаях пйолилнсь 0.05 мМ .\'։цС12 и 0.037 мМ СаС1

линию актомиозина, обусловленную необратимым нарушением струк
туры макромолекул и сопровождающуюся резким падением оптиче
ской плотности раствора. Обращает на себя внимание наличие вто
рого. слабо выраженного инка на участке обрати мой денатурации бел
ка в области бо5.

Кривые плавления для II состояния актомиозина, получаемого 
путем повышения ионной силы раствора до 0.15 [2. 3], резко отлича
ются от кривых, характеризующих плавление белка в I состоянии. Во 
11 состоянии белок менее устойчив к действию температуры и коагу
ляция н?.блюдае1ся уже при 55 5б?, т. е. яри более низких температу
рах, чем в 1 состоянии. С другой стороны, явно отсутствие высокотем
пературного пика 63՜ я более отчетливое проявление второго пика на 
участке обратимой денатурации в области 55°. Наконец, при темпе
ратурах 39—10s во 11 состоянии появляется дополнительный пик, от
граниченный от пика при 55° промежуточным минимумом.

После «отработки» на СПИ общая картина различий в диаграм
мах плавления двух типов актомиозиновых комплексов сохраняется 
(рис. 3 6). При этом .наблюдается некоторая стабилизация структуры 

549



комплекс;։ в I состоянии, вследствие чего высокотемпературный пик 
•смещается от 63° до 66,5°. Процесс коагуляции при этом развивается 
менее резко, а ник в области 55° выглядит более отчетливым Гидро
лиз АТФ актомиозином во II состоянии уевливае; низкотемператур
ный пик при 38—40 и ослабляет пик и обл ас։ 55

Тонкая структура термограмм план и-ния. из-видим му, отражает 
проносе тепловой денатурации главным образ м миозиноно-о компо
нента наг. рального актомиозинов:по ;om лез который. но тайным 
сканирующей микроналориметрив а собственной триптофановой флу
оресценции, раскладывается ио меньшей мере на штыре составляю
щие [8| Более того, методами флуоресценции и светорассеяния |7| 
показано, что развертывание структуры миозиновых головок, наблю
даемое при температурах свыше 43s. зависит от их состояния

Сходство терм а грамм плавления препаратов миозина при ионных 
силах, обеспечив аю щвх переход актомиозинового комплекса в два 
различных состояния, с термограммам:։, полученными ля мп-змеи
ных состояний актомиозина (рис. Зв|, также указывает на то, что 
темперагурно-нндуцнрованные перестройки последнего ограничивают
ся главным образам миозиновым компонентом. Более того, в обла 
сти 70 -7.5° актомиозиновые препараты обнаруживают еще о тин пик 
плавления, отсутствующий на миозине (данные но приводятся) Это 
позволяет связать его появление с тепловой itrpa lauiieii структуры 
белковых компонентов гонких нитей—актина и тропомиозина.

Полученные данные свидетельствуют о том, что устойчивость акто- 
миозинового к ;м.1.и-х<։а к денатурирующим воздсйсгниям записи-։ от 
его структурно-функционального состояния. Исследование СИП ։ 
АТФазпой актив։. :ст. акп. миозина позволило нам сделать заключение 
и .’им, то два cod яння белка различаются по тому, какой зин мао- 
зи’Н/ных конформеров [1| в данных условиях комплексуете я с актином

В -л I -.՛• и преды iyn;.i< иёслёдова^ий. в которых не удалось вы
явить существенных различии в характере распределения поверхност
ного заряда и вел ։чине УФ-абсорбции двух типов актомиозиновых ком- 
плекгоч j 3], в настоящей работе показано, что 1 состояние актомиози
на более стабильно, ։ем И. Это может быть обусловлено нс только 
различиями в структурно-зависимых характеристиках (в частности, 
температурной устойчивости) двух разных миозиновых конформеров, 
но и типом образуемой ими связи с актином. Возможно, этим вызвана 
неодинаковая -. тепснь кооперативности процесса химической дес։рук- 
цян актомиозина в двух состояниях. Не исключено, что более высо
кая кооперативное! ь процесса, свойственная I состоянию белка обус
ловлена большим, чем ю L состоянии, числом контактов, обеспечива
ющих формирование иктин-миозиповог: комплекса. В этой связи весь
ма заманчиво предположить, что в обрззовагги.и комплексов 1 типа 
принимают участие обе головки миозина, в го время как структура 
комплексов Птнпа стабилизируется с помощью одеюй из них. Но край 
ней мере, смещение фазы обратимой денатурации актомиозина в об
ласть более низких температур при переходе or I состояния ко П в 
свете имеющихся литературных данных [7] можно рассматривать как 
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результат усиления взаимодействия между миозиновыми головками. 
Более строгое доказательство этого положения позволило бы лучше 
разобраться в структурных аспектах работы миозинового мостика.
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К ИССЛЕДОВАНИЮ НЕКОТОРЫХ СТРУКТУРНЫХ 
ОСОБЕННОСТЕЙ ДНК ЗЛАКОВЫХ

Л .4. МИНАСБЕКЯН //. О. ВАРДЕВАНЯН А Г. СИМОНЯН. Г .4 НАНОСЯ» 

ИЭБ АН АрмССР. Ереванский государственный университет. кафедра биофизики

Методом термической денатурации ДНК. клонированных ю сухих эм
брионов семян злаков пшениц сортов Безостая-1. Воскеаск и Армянка-60, 
а также из иолбы сорта Аршалуйс и тритикале сорта СнС 1. было пока- 
ааио, что имеются как межвидовые, так и внутривидовые различия меж
ду исследуемыми сортами пшениц и других злаков Они различаются 
по температурам плааления. профилям дифференциальных кривых плав
ления и содержанию ГЦ-пар

•հոր.'յէւ4ւդ^/Հհ/.քւ/>' Բձդոստայսւ ֊է, !) և Այս< յահկւո СО սորաԼրի ւյորէւՆ-
Ы.рр, 1։Նլ4(!.ա նւսև ԱբշսւյՈւ սէէրտի ■Հօէէհսրի է< При ֊է տԼասկյ. սէր[ւս<1<1յսյլէ.1է 
4հք.;է^րի չււքէ սւաք.! երիւյ աոացվսւծ Գն/^՚֊նձր/ւ թԼրւՏյւկ րյենւստ :н րա Ախ։) յ[ւ մԼթէքէւի 
միէույոյ է}>"յՏ Լ սրրէքած. որ /пи ւա/նաււ ի(։վօ>յ չ)/ւր!/ն!> տ1/ս/։ւկՆ1/ր1< !լ ւսյ{ /}л- 
(<է/նաղր}1։նեք։ի ւք/էջև /քէէյաթյուն անձն ինչպնե ներտհւ/ս/էրպին, այնպես Լ( ւՏ[/յաե- 
ստկայք/ն >пчч>1'1.,П1՝\Р յրւններւ Նյրանյւ տարբերվում Լ-ն ‘.ալման չերմաստիձաՆով.
■.Օւ(ման է<ք/ֆնրենց{րայ կորերի պրոֆիԼներով Լ ԳՏ֊ււՈպէյերի պարան ւսկ п/ք1 յամ րւ
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