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Сокращение гладкой мускулатуры, индуцируемое повышением кон
центрации ионов кальция и обусловленное взаимодействием толстых и 
тонких филаментов, регулируется двумя основными путями. Первый — 
это миозиновый путь регуляции, обусловленный фосфорилированием 
легких цепей миозина Са2+-кальмодулинзависимой киназой легких цепей 
миозина [1-3]. Интерес ко второму регуляторному механизму был вы
зван открытием двух актинсвязывающих белков: кальдесмона [4] и каль- 
понина [5], которые ингибируют актинактивируемую АТФ-азную актив
ность миозина[6—8]. Оба эти белка, расположенные на актиновом фила
менте, взаимодействуют с тропомиозоном и кальцийсвязывающими бел
ками и способны кальцийзависимым образом регулировать взаимодейст
вие актина с миозином. Регуляторная активность кальдесмона и кальпо- 
нина может модулироваться путем фосфорилирования. Исследования 
последних лет свидетельствуют о том, что эти белки могут фосфорили
роваться под действием Са2+- кальмодулинзависимой протеинкиназы II 
типа, Са2+-фосфолипидзависимой протеинкиназы (протеинкиназы С), 
казеинкиназы II типа, сАМФ-зависимой протеинкиназы, cdc-киназы, а 
также других точно неидентифицированных протеинкиназ [7—15]. Одна
ко накопилось большое количество фактов (в основном относительно 
кальпонина), свидетельствующих о том, что фосфорилирование не все
гда обнаруживается в условиях in vivo при сокращении. Это навело ис
следователей на предположение, что наряду с регуляцией сокращения 
путем фосфорилирования этих актинсвязывающих протеинов возможно 
наличие другого пути регуляции, который и был обнаружен в дальней

24



ших исследованиях. Так, кальпонин, как и кальдесмон, взаимодействует 
с кальцийсвязываюшими белками [4,16—20], которые в определенных 
условиях могут обеспечивать частичную диссоциацию кальдесмона и 
кальпонина от нитей актина или из комплекса с тропомиозином 
[17,21,22]. Одним из таких кальцийсвязывающих белков является каль
модулин. Однако концентрация кальпонина в клетке в ~ 5 раз превыша
ет концентрацию кальмодулина, и для устранения ингибирующего эф
фекта кальдесмона и кальпонина на АТФ-азную активность актомиозина 
необходимо добавлять большой избыток кальмодулина ( не обнаружи
вающийся в условиях in vivo), что, по-видимому, означает, что кальмо
дулин не может непосредственно регулировать функционирование каль
понина [17,18,23]. Представленные данные позволили Marston и сотр. 
[17,24] высказать предположение, что опосредованная кальдесмоном 
кальцийзависимая регуляция взаимодействия актина с миозином осуще
ствляется не кальмодулином, а другими кальцийсвязываюшими белками. 
При исследовании способности некоторых кальцийсвязывающих белков 
взаимодействовать с кальдесмоном было обнаружено, что тропонин С и 
белок S-100 образуют прочные комплексы с кальдесмоном [18,19]. Более 
того, белок S-100 устранял ингибирующий эффект кальдесмона на АТФ- 
азную активность актомиозина при более низких концентрациях, чем 
кальмодулин [18].

S-100 протеины — это кислые кальцийсвязывающие белки с низкой 
молекулярной массой (10—12 кДа), присутствующие преимущественно в 
нервной ткани [29,30] в виде димеров. Из мозга были изолированы и 
описаны димерные изоформы: S-100ao, S-100a и Տ-100թ, отличающиеся 
друг от друга содержанием субъединиц (aa, ар и рр димеры соответст
венно).

В последнее время было много сообщений, что Տ-100 протеины 
взаимодействуют с кальдесмоном и кальпонином, регулируя их актив
ность, на основании чего некоторыми авторами было сделано предполо
жение, что биологическая роль Տ-100 белков может быть опосредована 
кальдесмоном и кальпонином [31].

Другими кальцийсвязываюшими белками, вовлекающимися в регуля
цию активности кальдесмона и кальпонина, могут являться кальцимеди- 
ны, кальций-фосфолипидсвязывающие белки, относящиеся к группе ан- 
нексинов. Об этом свидетельствуют накопленные факты, что в ряде кле
ток кальдесмон располагается вблизи плазматических мембран [25—28], 
т.е. в компартменте, богатом кальцийфосфолипидсвязывающими белка
ми. Одним из этих белков является белок р67кДа, который также взаи
модействует с кальдесмоном, тем самым вовлекаясь в регуляцию АТФ- 
азной активности гладкомышечного миозина [32].

Целью настоящей работы являлось изучение влияния белков Տ-100 из 
мозга и р67кДа кальцимедина на кальдесмон- и кальпонинопосредован- 
ную регуляцию силы сокращения гладкой мускулатуры.
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Материал и методы
Очистка кальпонина и кальдесмона. Кальпонин и кальдесмон были 

получены из гладких мышц аорты крупного рогатого скота методом, 
впервые предложенным М. Abe и соавт. [33]. Суть метода заключается в 
одновременной очистке этих белков, применяя термическую обработку, 
фракционирование сульфатом аммония (0—30% и 30—50%), К.М52 коло
ночную хроматографию (Whatman, Maidstone, UK) и гельфильтрацию 
(Ultrogel АсА44). Выход кальпонина и кальдесмона из 200 г аорты быка 
составил 15 и 30 мг соответственно.

200 г очищенных гладких мышц из свежей аорты быка кипятили при 
95°С в кипящей водяной бане в течение 2 мин, затем охлаждали на льду 
и размельчали. Размельченные гладкие мышцы гомогенизировали дваж
ды в 600 мл буфера (50 мМ имидазола/НС1, pH 6,9), содержащем 300 мМ 
КС1, 1 мМ ЭГТА, 1 мМ ДТТ, 0,5 мМ фенилметилсульфонилфлюорида 
(PMSF), 10 мкг/мл лейпептина и 1 мМ тетратионата натрия при высокой 
скорости в течение 1 мин. После центрифугирования со скоростью 
12000 g в течение 10 мин супернатант рецентрифугировали со скоростью 
150000 g в течение 30 мин. Кальдесмон, тропомиозин и калыюнин оста
вались в растворе после термической обработки. К супернатанту добав
ляли кристаллический (NH4)2SO4 до 30% насыщения (16,4 г на 100 мл 
супернатанта) и затем взбалтывали в течение 30 мин. Преципитат был 
собран после центрифугирования при 12000g и затем в оставшемся су
пернатанте концентрация (NH4)2SO4 была доведена до 50% насыщения 
дальнейшим добавлением кристаллического сульфата аммония (11,7 г на 
100 мл супернатанта).

Преципитат был собран после центрифугирования в течение 30 мин 
при 12000 g. Преципитат, полученный фракционированием (NH4)2SO4 
при 0-30%, содержал кальпонин как основной компонент и при 30-50% 
— кальдесмон и тропомиозин. Полученные осадки белков были по от
дельности растворены в 20 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5,6), со
держащем 6 М мочевины, 0,5 мМ ДТТ и 0,1 лМЭГТА (буфер А), затем 
диализировали против трех литров буфера А в течение 8 ч. Каждый диа
лизированный материал был центрифугирован со скоростью 150000g в 
течение 30 мин, после чего супернатанты были смешаны и пропущены 
через колонку КМ-52-целлюлозы, уравновешенную буфером А. Белки 
были элюированы линейным градиентом NaCl (0-0,5 М) в буфере А, 
150 мл каждый.

Кальпонин и кальдесмон были элюированы между 0,15 и 0,23 М 
NaCl в виде одного пика. Полученные фракции на Ds-Na-электрофорезе 
в ПААТ образовали три полосы, содержащие кальпонин, кальдесмон и 
неизвестный белок соответственно. Элюированные кальпонин- и каль- 
десмонсодержащие фракции были собраны и концентрированы микро- 
конами (Model YM-10; Amicon, Danvers, М.А. USA) до ~ 3 мл и затем 
пропущены через колонку Ultrogel А44 (Pharmacia LKB, Broma, Sweden., 
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2.5x90 см), предварительно уравновешенную буфером (20 мМ имида- 
зол/HCl, pH 7,2), содержащим 0,4 М NaCl, 0,5 лМ/ДТТ и 0,1 мМ ЭГТА. 
Кальпонин и кальдесмон были эффективно разделены с 97—99% 
чистотой. Конечный выход кальпонина и кальдесмона из 200 г аорты 
быка составил 15 и 30 мг соответственно.

Выделение р67кДа кальцимедина. р67кДа белок был изолирован мето
дом, описанным Moore [34], из 350 г мускульного желудка цыплят путем 
гомогенизации в 700 мл буфера (75 мМ NaCl/40 мМ Tris/HCl, pH 7,3), 
содержащего 0,1% NaN3, 2 мМ ЭДТА, 0,1 мМ PMSF при температуре 
4°С. Гомогенат был центрифугирован со скоростью 7000 об/мин в тече
ние 20 мин. Супернатант был рецентрифугирован и профильтрован. 
Концентрация СаС12 была доведена до 1 мМ (сверх концентрации 
ЭДТА). Экстракт был центрифугирован снова со скоростью 14000 об/мин 
вслед за фильтрацией через стеклофильтр. Супернатант был хроматогра
фирован на матриксе флуфеназин-сефарозе (1,5 х 6,5 см), предваритель
но уравновешенной буфером (75 мМ NaCl/ 40 мМ Tris/HCl, pH 7,3), 
содержащим 0,1% NaN3 и 1 мМ СаС12. Затем колонка была промыта тем 
же буфером, отличающимся содержанием NaCl (0,5 М). Концентрация 
NaCl была вновь уменьшена до 75 мМ, и калцийзависимосвязывающие- 
ся белки были элюированы 1 мМ ЭГТА в буфере (75 мМ NaCl/40 мМ 
Tris/HCl, pH 7,3), содержащем 0,1% NaN3. Белковый пик был собран и 
диализирован против 10 мМ имидазол/1 мМ ЭДТА буфера, pH 6,4 (три
жды через каждые 4 часа), чтобы понизить содержание NaCl для ионо
обменной хромотографии на колонке ДЭАЭ-целлюлозы (Sigma, USA; 1,5 
х 25 см), уравновешенной буфером (10 мМ имидазола, 10 мМ NaCl, 1 
мМ ЭДТА, pH 6,4).

Белки были элюированы градиентом 10—120 мМ NaCl в буфере 
(10 мМ имидазола, 1 мМ ЭДТА, pH 6,4). Кальмодулин был отделен от 
калцимединов на этом этапе, так как он не элюируется, пока концен
трация NaCl не станет выше 0,25 М. Пик р67кДа белка (приблизительно 
при концентрации NaCl 80 мМ) был собран, концентрирован кальций- 
зависимым связыванием на колонке с фенил-сефарозой (Sigma,USA; 
0,7 х 8,0 см) и диализирован в буфере ЭГГА/NaCl/Tris.

Выделение S-100 протеина из мозга быка. Белок S-100 был выделен из 
мозга быка в виде смеси трех димерных изоформ: S-100ao, S-100a, S- 
100р методом, предложенным Isobe и соавт. [35], модифицированным 
Okasaki [36]. Свежий мозг быка был размельчен и гомогенизирован в хо
лодных условиях (4°С) в буфере А (30 мМTris/HCl, pH 7,5, 1 лМ/ЭГТА) 
и центрифугирован со скоростью 100 000g в течение 60 мин. К суперна
танту был добавлен кристаллический (NH4)2SO4 (около 85% насыщения), 
и pH был доведен до 4,7 соляной кислотой и снова центрифугирован. 
Преципитат был растворен и диализирован в буфере А. Экстракт был 
хроматографирован на ДЭАЭ-Сефадексе А-50 (Sigma, USA) градиентом 
0—0,5 М NaCl. Фракции, содержащие белки с молекулярной массой 
9 кДа и 10 кДа, были отделены. К каждой из фракций был добавлен
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СаС12 (конечная концентрация 2 мМ). Полученные пробы были пропу
щены через колонку с фенил-сефарозой CL-4B (Sigma, USA) и элюиро
ваны буфером А. Фракция с белком 10 кДа была изолирована как от
дельная фракция на Ds-Na-электрофорезе в ПААГ.

Метод приготовления демембранизированной мышцы из продольных 
мышечных тяжей подвздошной кишки морской свинки (taenia coli). Гладко
мышечные тяжи были получены из подвздошной кишки морской свин
ки массой 300-400 г. Животное было умерщвлено декапитацией, и мыш
цы отделены и деембранизированы тритоном Х-100, как было описано 
ранее [37]. Препарат был сохранен в растворе глицерина при температу
ре —15°С до проведения эксперимента. Механическую активность глад
кой мышцы изучали в изотоническом режиме с помощью двухфазного 
диодного механотрона типа 6МХХ2Б. Для записи механограммы исполь
зовали самописец (ENDIM). Величина исходной нагрузки составляла 1 г. 
Исследовались мышечные тяжи длиной 5—7 мм и диаметром 0,1—0,2 мм. 
Раствор содержал 30 мМ TES (М-трис-(гидроксиметил)метил-2-амино- 
этансульфоновая кислота), 2 мМ Mg2+, 3,2 мМ Mg-АТФ, 12 мМ ЭГТА, 
1 мМ NaN3 и 0,5 мкМ кальмодулина. В расслабляющем растворе концен
трация свободных ионов Са2+ составляла 10՜9 М(рСа 9,0), а в сокращаю
щем растворе Ю՜4՛5 М (рСа 4,5). Сокращяющий и расслабляющий рас
творы смешивались в соответствующих количествах для получения про
межуточных концентраций Са2+. Ионная сила раствора была доведена 
КС1 до 150 мМ, а pH - КОН до 6,9. Кальпонин и кальдесмон добавля
лись будучи растворенными в том же буфере.

Результаты и обсуждение
Кальпонин в завивисимости от концентрации ингибировал сокраще

ние, вызванное ионами кальция (10 мкМ). Минимальная концентрация 
кальпонина, необходимая для ингибирования тонического сокращения, 
была 0,6 мкМ, и максимальный эффект был получен при 5,5 мкМ. При 
добавлении S-100 (1,5л«сЛ0 отмечалось устранение этого эффекта (рис1).

Рис. 1.1- контрольное сокращение, вызванное 10 мкМ СаС12; 2 - эффект 
кальпонина (0,6-5,5 мкМ) на кальцийиндуцированное сокращение; 3 - устранение 

этого эффекта белком S-100 (1,5 мкМ)
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Был также исследован эффект предварительно добавленного кальпо- 
нина (5,5 мкМ) на кальцийиндуцированное (репродуцируемое 3—4 раза) 
сокращение. Необходимо отметить, что эффект кальпонина на кальций
индуцированное сокращение был исследован в присутствии 2 мкМ эк
зогенно добавленного кальмодулина к демембранизированной тритоном 
мышце. Сокращение вызывалось различными концентрациями кальция 
(0,1՜ 10 мкМ). Проведенные эксперименты показали, что кальпонин 
уменьшает силу сокращения мышцы и что этот эффект устраняется до
бавлением разных концентраций Տ-100 (рис. 2).

Рис. 2. Влияние разных концентраций Տ-100 на ингибирующий эффект 5,5 мкМ 
кальпонина на кальцийиндуцированное (0,1—10 мкМ) сокращение

• - контроль, □ — кальпонин, ■ — Տ-100 (1,5 мкМ), △ - Տ-100 (1,0 мкМ),С> - Տ-100 (0,8 мкМ),

Опыты были проведены и с кальдесмоном, который также ингибиру
ет сокращение гладкой мускулатуры в концентрации 1,2 мкМ. Это инги
бирование, как и в случае с кальпонином, устраняется белком Տ-100, но 
в более высоких концентрациях (4,8 мкМ). Однако тот же эффект устра
няется белком р67кДа в концентрации 0,9 мкМ (рис.З).

Ранее разными исследователями было показано, что 1 моль белка Տ- 
100 связывается с 1 моль кальпонина и 1 моль кальдесмона. Добавление 
Տ-100 к смеси кальдесмона или кальпонина с актином вызывает отделе
ние этих белков в присутствии ионов кальция, но не в присутствии 
ЭГТА. Белок Տ-100 также снимает ингибирующий эффект кальпонина и 
кальдесмона (в присутствии ионов кальция) на АТФ-азную активность 
миозина [31].
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Рис. 3. 1— кальцийивдуцированное сокращение (10 мкМ [Са]2՜*՜); 2 — ингибиро
вание сокращения кальдесмоном (1,2 мкМ)\ 3— устранение эффекта кальдесмона 
белком р67кДа (0,9 мкМ)\ 4 — устранение эффекта кальдесмона белкомՏ-100 (4,8 мкМ)

Недавно было показано, что другой кальцийсвязывающий белок 
р67кДа кальцимедин устраняет ингибирующий эффект кальдесмона на 
АТФ-азную активность миозина [32].

Анализируя данные, полученные нами на изолированной гладкой 
мышце, можно сделать следующие выводы. Белок Տ-100, связываясь с 
кальдесмоном и калпонином, снимает их ингибирующий эффект на ак
тин-миозиновое взаимодействие, тем самым восстанавливая способность 
гладкой мышцы к сокращению; причем, надо отметить, что с кальпони- 
ном этот эффект ярко выражен. Наряду с этим полученные данные по
казали, что белок р67кДа, который связывается с кальдесмоном, также 
восстанавливает способность мышцы к сокращению. Из литературных 
данных и наших предварительных исследований известно, что кальпо- 
нин обладает способностью в большей мере влиять на скорость, чем на 
силу сокращения гладкой мышцы. Учитывая это, можно предположить, 
что некоторые кальцийсвязывающие белки (Տ-100, р67кДа) вовлекаются 
в регуляцию мышечного сокращения, специфически взаимодействуя с 
кальпонином и кальдесмоном или с обоими белками. Причем разные 
концентрации этих белков в клетке могут различным образом влиять на 
соотношение скорости и силы сокращения, что станет объектом даль
нейших исследований.

Поступила 15.05.99
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ԿԱԼՊՈՆԻՆԻ ԵՎ ԿԱԼԴԵՍՄՈՆԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՀԱՐԹ ԱԿԱՆԻ 
ԿՐՃԱՏՄԱՆ ՈՒԺԻ ՎՐԱ ԵՎ ԱՅԴ ՊՐՈՑԵՍԻ ԿԱՐԳԱՎՈՐՈՒՄԸ ԿԱԼՑԻՈՒՄ

ԿԱՊՈՂ ՍՊԻՏԱԿՈՒՑՆԵՐ Տ-100 ԵՎ ռ67կԴա ԿԱԼՑԻՄԵԴԻՆՈՎԱ.Ռ.Ալեքսանյան, Վ.Ա.Աղաջանյան, Բ.Ֆ.Պոգլազով, Ա.Ա.ԳալոյանՀետազոտվել է ուղեղի սպիտակուցներ Տ-100 ե ռ67կԴա ազդեցությունը ծովախոզուկի զստափոսային աղիքի հարթ մկանային փոկերի կրճատման ուժի կալդեսմոն- ե կալպոնին-միջնորդված կարգավորման վրա: Տ-100 սպիտակուցները և ո67կԴա-ն ստացվել են ցուփ ուղեղից ե հավերի ճտերի ստամոքսից, իսկ կալպոնինն ու կալդեսմոնը' ցուփ աորտայից:Արդյունքները ցույց են տվել, որ Տ-100 և ռ67կԴա մասնակցում են մկանային կրճատման կարգավորմանը, մտնելով յուրահատուկ փողհարաբերության մեջ կալդեսմոնի հետ, իսկ Տ-100-ը փոխազդեցության մեջ է մտնում 2 ակտին կապող սպիտակուցների հետ:
THE EFFECT OF CALPONIN AND CALDESMON ON FORCE OF CONTRACTION OF 

SMOOTH MUSCLE AND REGULATION OF THIS PROCESS WITH CALCIUM BINDING 
PROTEINS S-100 AND r67kDa CALCIMEDIN

A.R.Alexanian, V.A.Aghajanyan, B.F.Poglazov, A.A.Galoyan

The effect of S-100 from brain and r67kDa calcimedin on caldesmon and 
calponin dependent regulation of smooth muscle contraction force of taenia 
coli was studied.

Calponin and caldesmon were isolated from bovine aorta, S-100 and 
r67kDa proteins — from bovine brain and chicken stomach respectively.

Calponin at concentrations 0,6-5,5 jiM inhibited contraction induced by 
10 /лМ CaCl, caused by 1,5 /лМ S-100. Caldesmon also inhibited the contrac
tion of smooth muscle at concentration 1,2 цМ and this effect reversed with 
4,8 цМS-100 as well as with 0,9 /lWr67kDa calcimedin.

It is concluded that r67kDa protein is involved in the regulation of 
contraction of smooth muscle specifically interacting with caldesmon in 
contrast with S-100, which interacts with both of these actin binding proteins.
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