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У даній роботі за допомогою методів світлорозсіювання показано, що апофермент кінази легких 
ланцюгів міозину гладеньких м'язів існує в розчині як суміш, олігомерної, димерної та мономерної 
форм, відносна концентрація яких при фізіологічній іонній силі (J60 мМ солі) складає відповідно 
2, 53 та 45 вагових процентів. Після активації кінази кальмодуліном не виявлено помітних змін 
у їхньому процентному розподілі незалежно від того, кіназа чи кальмодулін були в розчині в 
надлииіку. Аналіз одержаних даних дозволяє зробити висновок, що найімовірнішою структурою 
олігомера є спіралевидний гексамер, розміри якого добре узгоджуються із спіральною структурою 
самозібраних міозинових філаментів. 

Вступ. Кіназа легких ланцюгів міозину (КЛЛМ) — 
це ключовий регуляторний фермент гладеньких 
м'яз ів . При стимуляції м 'язової клітини, коли кон
центрація внутрішньоклітинного кальцію зростає 
від 0,14 до 0,5—0,7 мМ [1 ] , кальмодулін (СаМ) 
насичується іонами кальцію. При цьому його спо
рідненість до КЛЛМ зростає приблизно в 10 6 разів, 
що призводить до утворення активного комплексу 
С а 2 + — СаМ — КЛЛМ. Активована кіназа фосфо-
рилює регуляторний легкий ланцюг (РЛЛ) міозину 
і тільки після цього голівки міозину можуть вза
ємодіяти з філаментами актину, забезпечуючи ско
рочення гладеньком'язових клітин [2—51, 

КЛЛМ повністю неактивна у відсутності С а 2 + 

та СаМ. Результати численних досліджень [6—9] 
дозволяють стверджувати, що кіназа пригнічується 
псевдосубстратним доменом, амінокислотна послі-
довность якого гомологічна ділянці фосфорилюван-
ня РЛЛ. СаМ-зв ' я зуюча ділянка кінази є частиною 
псевдосубстратного домена, тому при зв 'язуванні 
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СаМ цей домен вилучається із активного центра 
кінази і остання стає активною. Така гіпотеза 
регуляції КЛЛМ була підтверджена дослідами на 
фрагментах КЛЛМ [8, 9 ] . Т а к , було показано, що 
кіназу з частково вилученою ділянкою зв 'язування 
СаМ неможливо перевести в активну форму, тоді 
як фрагменти з вилученим псевдосубстратним до
меном повністю активні у відсутності Са 2^ та СаМ. 
На активність кінази, окрім самопригнічення псев
досубстратним доменом, можуть впливати також 
додаткові конформаційні зміни її структури, про 
що свідчать досліди з використанням мутантних 
форм кальмодуліну [10] . 

У живій клітині існують механізми модифі
кації активності кінази. Один із них — фосфорилю-
вання КЛЛМ сАМР-залежною протеїнкіназою, яке 
призводить до зменшення її активності [11 ]. Наші 
попередні дослідження in vitro показали, що в разі 
передінкубації кінази (перед додаванням субстра
ту) з субстехіометричними концентраціями Са 2 + — 
СаМ її активність може зменшуватися в декілька 
разів. Припускалося, що така модифікація може 
бути пов 'язана із зміною надмолекулярної ор-
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ганізації кінази [12] . Модифікації подібного типу 
можуть мати місце in vivo, виконуючи роль тонкої 
настройки активності ферменту. Метою даної робо
ти було вивчення особливостей надмолекулярної 
організації КЛЛМ з використанням методів світ
лорозсіювання, які практично не вносять змін до 
структури досліджуваних білкових систем. 

Матеріали і методи. Виділення білків. КЛЛМ 
та СаМ виділяли із м'язового шлунка індика, як 
описано в роботах [12—14] . їхні концентрації виз
начали, користуючись коефіцієнтами поглинання 
А 2 7 8 / о = : 1 М та А 2 7 8

, % = 1,0 для кінази та СаМ 
відповідно [15] . 

У дослідах використовували буфер наступного 
складу (в м м о л ь / л ) : КС1 — 6 0 , N a C l — 100, 
MgCl 2 — 2: дитіоеритритол (ДТЕ) — 0,5 та іміда-
зол — 10; рН буферу доводили до 7,5 при 4 ° С 
Інші деталі див. у відповідних підписах до ри
сунків. 

Лазерна кореляційна спектроскопія (ЛКС). 
Прилад, який використовували в дослідах, включав 
гелій-неоновий лазер («Spectrophysics, США) з до
вжиною хвилі 632,8 нм, гоніометр ALV/SP-86 
(«Optimation GmbH», Ф Р Н ) і корелятор К7032 
(«Malvern Ins t ruments Ltd.», Англія) . Розсіюване 
випромінювання збиралося за допомогою системи 
лінз під прямим кутом до променя лазера. Розчини 
КЛЛМ перед їх заливкою у кювету приладу очи
щали від пилу, пропускаючи через фільтр Millipore 
(0,22 мкм) . Отримані дані аналізували на персо
нальному комп'ютері IBM у відповідності до проце
дури регуляризації , описаної в роботі [16] . Викори
стання даних Л К С разом з математичною програ
мою регуляризації дозволяло одержати інформацію 
про ефективні гідродинамічні діаметри частинок та 
їх відносний розподіл. 

Реєстрація багатокутового світлорозсіюван
ня. У процесі елюції к ш а з и розраховували середнь
озважені молекулярні маси (M w) та середньоквад-
ратичні радіуси (СКР) її часток. Для цього викори
с т о в у в а л и с и с т е м у ш в и д к і с н о ї р і д и н н о ї 
х р о м а т о г р а ф і ї б і л к і в ( Ш Р Х Б ) ( « P h a r m a c i a » , 
Ш в е ц і я ) ра зом з б а г а т о к у т о в и м ф о т о м е т р о м 
світлорозсіювання Wyatt DAWN, модель F («Wyatt 
Technology Согрвсшіоп», С Ш А ) . У приладі як дже
рело випромінювання використано лазер з довжи
ною хвилі 632,8 нм. Аналогові сигнали з виходів 18 
світлочутливих фотодіодів, розміщених під різними 
кутами до падаючого лазерного променя, подавали
ся через 19-канальний аналого-цифровий перетво
рювач на комп'ютер IBM. 

19-й канал використовували для сигналу від 
датчика ультрафіолетового випромінювання (УФ 
датчик) , чутливого до маси білка, що елюювався. 

Датчик знаходився між колонкою і проточною 
кюветою фотометра. Стандартна базова система 
Ш Р Х Б включала наступні елементи: контролер 
GP-250 , прецизійні помпи Р-500, вентиль V-7 з 
петлею на 500 мл, реєструючий прилад REC-102, 
УФ датчик UV-1 та колонку. Довжину з 'єднуючих 
трубок між колонкою і фотометром робили якнай
меншою заради максимального зменшення об'єму 
затримки елюента. Ці об 'єми затримки складали: 
0 ,10 мл — між к о л о н к о ю та У Ф д а т ч и к о м і 
0,16 мл — м і ж УФ датчиком та проточною кюве
тою фотометра. В дослідах використовували гель-
ф і л ь т р а ц і й н у та С а М - а ф і н н у к о л о н к и . Гель-
фільтраційну колонку (0,6 х 28 см) заповнювали 
сефакрилом S 3 0 0 («Рпапиасіа») . СаМ-афінну ко
лонку (0,5 х 4 см) готували із очищеного СаМ, 
одержаного із м'язового шлунка індика, та CN-Br-
активованої сефарози 4B-CL у відповідності з реко
мендаціями виробника сефарози («Рпагтас іа») . Всі 
розчини перед їх використанням для хроматографії 
ретельно дегазували і пропускали через фільтр 
Millipore (0,22 м к м ) . 

Збір даних щодо світлорозсіювання та їх аналіз 
здійснювали на комп'ютері типу ІВМ-486 з викори
станням програм Wyatt ASTRA та Wyatt EASI, які 
надходили разом з Wyat t -фотометром. При цьому 
для приросту коефіцієнта заломлення приймали 
значення сіп/dc — 0,17 м л / г , а другий віріальний 
коефіцієнт А 2 приймали рівним нулю. 

Результати та обговорення . Розподіл різних 
форм КЛЛМ у розчині за рівноваги. Метод Л К С 
дозволяє виявляти розподіл різних молекул чи 
надмолекулярних утворень у розчині за їх роз
мірами. Необхідно однак відмітити, що використа
на в методі Л К С програма регуляризації розробле
на для частинок сферичної форми. Тому одержані 
цим методом розміри молекул близькі до справжніх 
тільки для глобулярних білків. У випадку, коли 
форма білка далека від сферичної, одержаний гід
родинамічний діаметр буде досить умовною вели
чиною. Ц е в повній мірі відноситься до КЛЛМ, яка, 
за даними Аузіо та співавт. [17 ] , є стрижневидною 
молекулою довжиною 50 і діаметром 2,2 нм. Типо
ву картину розподілу часток КЛЛМ за розмірами 
наведено у попередній роботі [18] . Всі одержані 
нами дані зібрані у табл. L Ці дані свідчать, що в 
розчині присутні три типи часток кінази з гід
родинамічними діаметрами (середньоарифметичні 
значення) Dav 8,8; 20,2 і 158,8 нм. Відмітимо, що 
за розмірами (60 * 2 нм) субфрагмент-2 (С-2) важ
кого мероміозину близький до КЛЛМ [19] . За 
даними методу Л К С , гідродинамічний діаметр для 
С-2 становить іб;І***$м [20] , що близько до значен
ня Dav = 8,8 нм для КЛЛМ (див. табл. 1). Це 
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Таблиця 1 
Середні гідродинамічні діаметри (Da.vt нм) різних форм кінази із м'язового шлунка індика та їхній внесок у світлорозсіювання 
(%) при різних співвідношеннях кінази і кальмодуліна 

П р и м і т к а . Davl Dav, Dav — середні гідродинамічні діаметри олігомера, димера і мономера кінази відповідно. Тривалість 
кожного виміру 2 хв. Виміри від 1 до 3 та від 4 до 7 проводилися неперервно в автоматичному режимі. Введення в кювету СаС-2 
між 3-м і 4-м вимірами в дослідах 2 і 3 займало біля 40 с. Дані щодо процентного вкладу в світлорозсіювання різних часток кінази 
скоректовано на світлорозсіювання часток пилу. 

дозволяє ідентифікувати частку з цим значенням 
Dav як мономер. Димер кінази приблизно в два рази 
більший від мономера [17] , тому ми ідентифі
кували частку з Dav = 20,2 нм як димер. Частка з 
Dav= 158,8 нм має відповідати олігомерам кінази. 

У табл. 1 зібрані дані, одержані методом Л К С 
для апоферменту КЛЛМ (СаМ відсутній) і для 
різних молярних співвідношень між КЛЛМ та СаМ 

до і після утворення активного комплексу. Через 
малі розміри молекул кальмодуліну і невелику 
його концентрацію внесок цього білка в світло
розсіювання в умовах нашого досліду практично не 
виявлявся. У процесі досліджень важливо було 
вияснити, як впливає активація кінази та її пе-
редінкубація (витримування активного комплексу 
С а 2 + — СаМ — КЛЛМ без субстрата) на структуру 
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надмолекулярних комплексів кінази та їх процент
не співвідношення. Оскільки при високих концент
раціях кінази її активність за час передінкубації не 
пригнічувалася [14] , ми обмежили наші виміри 
відносно низькими концентраціями кінази і досить 
короткими інтервалами часу (2 хв ) . Ці умови 
далекі від оптимальних для методу Л К С , внаслідок 
чого розкид одержаних даних досить великий (див. 
табл. 1). Однак одержані дані показують, що з в ' я 
зування Са 2 + — СаМ з кіназою як при високих, так 
і при низьких відношеннях КЛЛМ до СаМ, а також 
передінкубація протягом 8хв практично не вплива
ють на розміри часток ферменту та їхнє процентне 
співвідношення у розчині. 

Розподіл різних форм кінази в елюаті і їх 
характеристика. Метод світлорозсіювання під різ
ними кутами було використано для одержання 
інформації про молекулярну масу та кількісний 
розподіл різних форм кінази в процесі її елюції з 
короткої гель-фільтраційної колонки. Використана 
в дослідах колонка була занадто короткою, а елю
ція досить швидкою для повного розділення різних 
форм кінази. У цих дослідах головна функція 
колонки, окрім видалення частинок пилу, полягала 
в одержанні неперервного розподілу кінази за кон
центрацією. На р и с 1 наведено характерні профілі 
елюції, одержані за допомогою УФ датчика, що 
входить у комплект Ш Р Х Б (крива У), і фотометра 
світлорозсіювання Wyatt DAWN (крива 2) , Для 
монодисперсної системи ці криві повинні збігатися 
з точністю до деякого постійного коефіцієнта [21 ]. 
У нашому випадку вони не були ідентичними і 
мали складну форму внаслідок п е р е к р и в а н н я 
кількох піків елюції. Використовуючи результати 
для монодисперсних систем (полістирол з Мн, = ЗО 
та Mw = 200 кДа і бичачий сироватковий альбумін) , 
ми розклали ці криві на окремі монопіки елюції 
(рис 1). Аналогічне розділення на окремі компо
ненти здійснювали при аналізі складних профілів 
теплопоглинання [22 ]. Основні вимоги при цьому 
такі: монопіки в сумі мають давати вихідну криву 
елюції, а відповідні один одному монопіки світ
лорозсіювання та УФ поглинання мають збігатися 
з точністю до деякого постійного коефіцієнта. 

Як видно з р и с 1, профіль УФ поглинання 
(крива / ) розділяється на три монопіки, що пере
криваються між собою, з максимумами при 3,8 
(монопік а°), 5,0 (мононік а) і 6,5 мл (монопік а т ) . 
Виходячи з їх положення на кривій елюції, ці 
монопіки слід віднести відповідно до олігомерної, 
димерної та мономерної форм кінази. На профілі 
світлорозсіювання їм відповідають монопіки / , sd 

та sm. Пік sL обумовлений світлорозсіюванням ве
ликих агрегатів кінази або / і «уламків» наповнюва-

Об'єм, мі 

Рис. 1. Профілі елюції КЛЛМ на гель-фільтраційній колонці, 
одержані за допомогою У Ф поглинання та світлорозсіювання, 
та їх розділення на монопіки (внески від окремих форм 
кінази). Коротку колонку, наповнену сефакрилом S-300, було 
з'єднано послідовно з У Ф датчиком та фотометром DAWN 
Wyatt (деталі див. у розділі «Матеріали і методи»: / — УФ 
поглинання; 2 — світлорозсіювання під кутом 90 °; а та s — 
монопіки поглинання та світлорозсіювання відповідно, де 
індексами позначено олігомери (о ) , димери (</) чи мономери 
( т ) . На колонку наносили 0 ,56 мг (500 мкл) кінази. Тут та 
для інших рисунків, якщо не застережено окремо, швидкість 
елюції 0 ,25 мл/хв 

ча колонки, оскільки він елюює у порожньому 
об'ємі. На кривих елюції можна виділити невеликі 
ділянки, де монопіки не перекриваються. Вони 
відповідають чистим внескам олігомера (3,7— 
3,8 мл) , димера (5,1—5,6 мл) і мономера (6,8— 
7,5 мл) . Ці д ілянки можна використати для розра
хунку відносного вкладу окремих форм кінази в 
світлорозсіювання. Однак точніші результати ми 
одержали з відношення площ відповідних монопіків 
(табл. 2) . 

Як видно з табл. 2, при однакових концент
раціях (у ваг. %) олігомер розсіює світло у 35 разів 
сильніше від димера, а світлорозсіювання мономера 
приблизно втричі слабкіше, ніж димера. Великий 
вклад олігомерів у криві світлорозсіювання добре 
видно також з р и с 1, де на виході з колонки 
світлорозсіювання олігомерів переважає , хоча їхній 
процентний вклад складає тільки 5,26 проти 81,51 
і 13,23 для димерів та мономерів відповідно. Вико
ристовуючи дані методу Л К С щодо процентного 
внеску окремих форм кінази у світлорозсіювання 
при рівноважному стані (див. табл. 1) та значення 
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Таблиця 2 
Внесок різних форм кінази в профілі елюції для гель-фільтраційної колонки 

Т и п часток кінази Олігомер Д и м е р Мономер 

Площа моиопіка розсіювання is')* 

Площа монопіка У Ф поглинання (а1)* 

Вміст в елюаті (ваг. %) ** 

Відносний внесок у світлорозсіювання (д1)*** 

122,0 

11,0 

5 ,26 

35,3 

5 3 , 6 

170,6 

81,51 

1,0 

3 ,0 

27,7 

13,23 

0 ,345 

П р и м і т к а . *Площу монопіків (див. рис. 2) визначали зважуванням. Індекс / приймає значення о (олігомер), d (димер) або т 
(мономер); **Визначали з площі окремих монопіків У Ф поглинання а\ приймаючи сумарну площу всіх монопіків (рівну площі 
кривої У Ф поглинання) за 100 %; ***Цей параметр, який вираховували із співвідношення 6і (пл. sVrui. я'):(пл. sdInn. ad), дає 
відношення світлорозсіювання олігомера та мономера кінази до світлорозсіювання димера за умови, що концентрації усіх трьох форм 
(у ваг. %) рівні. 

Таблиця З 
Вміст різних форм кінази в розчині у стані рівноваги 

Тип часток кінази 

Внесок у світлорозсіювання (/') при рівновазі, %* 

Відносний внесок у світлорозсіювання (6і) ** 

Вміст у розчині (В1) при рівновазі (ваг.%)*** 

Олігомер Д и м е р Мономер 

52 ,3 

35 ,3 

2 ,13 

36 ,9 

1,0 

52 ,95 

10,8 

0 ,345 

44 ,92 

П р и м і т к а . *Дані, що є средньоарифметичними значеннями 17 дослідів, взято з табл. 1. Значення індексів і див. примітку до 
табл. 2; **Дані взято з табл. 2; **Концентрації різних форм кінази при рівновазі у вагових процентах розраховували із співвідношення 
В1 - {(I і/6 і): (I°/6°Hd/SdHm/dm) ] 100. 

д1 їхніх відносних вкладів у світлорозсіювання (див. 
табл. 2) , ми розрахували вміст цих форм (у ваг. 
%) при рівновазі (табл. 3) . 

Залежність Mw та СКР від координати елю
цій На рис. 2 наведено залежності Мц, та С К Р від 
координати елюції (криві 7) , розраховані за допо
могою програм Wyatt ASTRA та Wyatt EASI. Ці 
криві мають характерну 5-подібну форму. Розра
хунки для інтервалу елюції 6,3—7,0 мл менш 
надійні внаслідок слабкого світлорозсіювання, та 
все ж вони свідчать про наявність мономерів з 
відомою для кінази молекулярною масою 110 кДа. 
Одержані дані, однак, не дозволяють знайти С К Р 
для мономера. Розрахунки, отимані для кожного 
зрізу елюції в інтервалі від 3 до 5,2 мл, через 
перекривання піків олігомера та димера дають 
середньозважені значення Mw та С К Р . Ці величини 
поступово змінюються вздовж профілю елюції від
повідно до зміни вагового співвідношення між ди-

мером та олігомером. Характерною особливістю 
цих кривих є швидке зростання Mw (приблизно в 
100 разів) при зменшенні координати елюції від 5,2 
до 3,8 (див. рис. 2, а), що супроводжується від
носно невеликим збільшенням С К Р — від 22 до 
80 нм (див. рис. 2, б). Ц е , очевидно, вказує на 
існування форм кінази, що дуже сильно різняться 
за молекулярною масою при досить близьких роз
мірах. Наші оцінки Mw та С К Р для олігомера та 
димера кінази (табл. 4) грунтуються на даних для 
інтервалів елюції, що відповідають одній формі 
кінази (див. рис. 1), і на результатах, наведених на 
рис. 2. Слабке світлорозсіювання мономера не до
зволило одержати для нього таких оцінок. 

На рис. 1 та 2 ілюструються дані для неактив
ного апоферменту кінази (без СаМ) . Однак резуль
тати, одержані для різних співвідношень апофер
менту і СаМ, виразно свідчать про те, що зв ' язу
вання СаМ кіназою мало впливає як на профілі 
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120 л 

Рис. 2. Залежність молекулярної маси КЛЛМ (а, крива 1) та 
середньоквадратичного радіуса (б, крива 7) від координати 
злюції, а також взаємозв'язок між ними (в) в процесі гель-
фільтрації КЛЛМ на сефарозі S-300. Заради зручності наведено 
також профілі У Ф поглинання (крива 2) та світлорозсіювання 
(крива 3 ) , взяті з рис. 1 

Таблиця 4 
Молекулярна маса та середньоквадратичний радіус (СКР) для олігомера та димера КЛЛМ 

Інтервал на кривій елюції , мл Молекулярна маса, Да 

Олігомер 

Димер 

3 ,7—3,8 

5 ,2—5,7 

2 , 0 0 - 1 0 7 

2 ,00-1О 5 

80 

22 

елюції (рис. З, суцільні криві) , так і на характер 
залежності Mw (див. рис. 3) та С К Р (даних не 
наведено) від координати елюції. 

Залежність Afw та СКР від координати елюції 
для СаМ-афінної колонки. На рис. 4 показано 
профілі елюції та залежності Mw та С К Р від коор
динати елюції для СаМ-афінної колонки. При на
явності юнів С а 2 + КЛЛМ зв 'язується з СаМ, кова
л е н т н о зшитим з матрицею колонки. Елюцію кі
нази здійснювали розчином, що містив ЕГТА, Як 

видно з р и с 4, а, обидва профілі елюції (УФ 
поглинання і світлорозсіювання) м а й ж е збігаються. 
Це вказує на те , що в елюаті присутня практично 
одна форма кінази. Залежність , наведена на рис. 4, 
б, дозволяє зробити висновок, що ц я форма від
повідає олігомеру з С К Р біля 80 нм. Ц е близько до 
відповідної величини, одержаної для гель-фільтра-
ційної колонки. Однак молекулярна маса цього 
олігомера виявилася відносно постійною (див. рис. 
4, а) і приблизно в 10 разів меншою від максималь-
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Об'єм, мл 

Рис. 3. Профілі елюції та залежності молекулярної маси від 
координати елюції, одержані в процесі гель-фільтрації при 
різних молярних співвідношеннях кінази до СаМ: 10:1 (7 ) , 5:1 
(2) , 1:1,5 (5) і без СаМ (4). В усіх випадках на колонку 
наносили 0,56 мг (500 мкл) кінази, а в буфер для елюції 
додавали 0,1 мМ СаСІ 2 

ного значення Mw, одержаного для олігомера з 
гель-фільтраційної колонки (див. рис. 2, а), 

Олігомерна організація КЛЛМ. Відомо, що 
ферменти функціонують у живій клітині, орга
нізуючись у надмолекулярні структури, такі як 
димери, тетрамери чи полімери з більшим числом 
молекул [23] . Зовсім недавно алостеричні ефекти 
олігомерного типу було виявлено для двох СаМ-за-

лежних ферментів, а саме: для фосфофруктокінази 
із скелетних м 'яз ів [24—26] і С а 2 + - А Т Р а з и із 
еритроцитів [27] . У більшості робіт КЛЛМ із гла
деньких м 'яз ів розглядається як мономерний білок 
[28—30] . Однак ряд властивостей цього ферменту 
вказує на наявність олігомерних форм. Наявність 
димерів у розчинах КЛЛМ вперше було показано 
за допомогою методу ультрацентрифугування [17] , 
а раніше в роботах Собешека і співавт. [14] при
пускалося існування гексамерів і цим пояснювала
ся позитивна кооперативність при активації КЛЛМ 
кальмодуліном [12] . 

У дослідах Бабійчука і співавт. [31 ] димери-
зацію та олігомеризацію КЛЛМ із м'язового шлун
ка індика виявлено за допомогою DS-Na-ПААГ-
електрофорезу з використанням методу попереч
них зшивок нульової довжини. У цій роботі ми 
фактично вперше за допомогою прямих методів 
підтверджуємо наявність трьох форм кінази, тобто 
олігомерів, димерів і мономерів. У наших дослідах 
із світлорозсіювання було використано випромі
нювання в червоній області спектра, яке не призво
дить до будь-яких змін у досліджуваній білковій 
системі [32] . Тому одержані результати мають 
високу достовірність. 

За нашими даними, молекуляна маса димера 
становить біля 200 кДа (див. рис. 2, а), що добре 
узгоджується із величиною 105,5 кДа , вирахува
ною Олсоном і співавт. [33] для мономерної фор
ми, виходячи з амінокислотної послідовності. Дані 
Аузіо та співавт. [17] з аналітичного ультрацент
рифугування свідчать, що молекула КЛЛМ має 

/А 
Ч! V 
ІГ2 \ 

І / 

Ж 
Ю 3,5 

і \ » 1 1 г —•) 1 І І І 

4,0 4,5 Об^мл 

^ 4 

80 

<£ 60 

40 
3,0 — 

3,5 
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Рис. 4. Залежності молекулярної маси КЛЛМ (а) та її середньоквадратичного радіуса (б) від координати елюції для СМ-афінної 
колонки (7) . Загальна маса нанесеної кінази 0 ,53 мг. Буфер завантаження містив 0,1 мМ СаСІ2і який заміщали при елюції на 2 мМ 
ЕГТА. Швидкість елюції 0 ,15 мл/хв. Заради зручності на а приведено також криві У Ф поглинання (2) та світлорозсіювання (5); на 
б — тільки крива У Ф поглинання (суцільна лінія) 
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форму стрижня довжиною 50 і діаметром 2,15 нм. 
Середньоквадратичний радіус для такої структури 
становить 14,4 нм. Розрахунки з використанням 
даних цих авторів показують, що С К Р для димера 
КЛЛМ має становити біля 24 нм, що добре узгод
жується з одержаним нами значенням 22 нм (див. 
табл. 4) . Аузіо та співавт. [17] не виявили олі
гомерів кінази, оскільки вони проводили свої до
сліди при більших іонних силах (0,2 М NaCl) та за 
наявності в розчині високих концентрацій сахаро
зи. Ці фактори сильно послаблюють іонні та гідро
фобні взаємодії, котрі, в основному, відповідають 
за організацію надмолекулярних структур такого 
типу. 

Важливо відмітити, що хоча Mw олігомера на 
два порядки більша від Mw димера (див, рис. 2, а ) , 
його С К Р (80 нм) тільки в 4 рази перевищує цей 
параметр для димера (див. рис. 2, б). Ц е дозволяє 
інтерпретувати олігомер як спіральну структуру, в 
якій молекули кінази з 'єданані між собою за спо
собом «голова до хвоста». Граничними конфігу
раціями для такої структури можуть бути кільце 
або довгий стрижень. Неважко показати, що для 
спіралі середньоквадратичний радіус вираховується 
за формулою R* - / Г + (cN)2/12 - R2 + Я 2 / 1 2 , де R, 
су N та Я відповідно радіус, крок, число витків та 
висота спіралі. 

Висновок стосовно того, що молекули КЛЛМ 
при утворенні надмолекуляних структур зв ' я зу 
ються між собою за способом «голова до хвоста», а 
не «голова до голови» чи «хвіст до хвоста», було 
зроблено на основі спостережень, які доводять, що 
кіназа зв 'язується з катіоно- і аніонообмінними 
гелями (даних не наведено). Ц е вказує на на
явність двох рознесених на значну відстань доменів 
молекули, які несуть протилежні заряди, що й 
зумовлює можливість об 'єднання у структури типу 
ланцюга. 

Активація КЛЛМ кальмодуліном і ефект при
гнічення. Як було показано раніше, майже повне 
пригнічення активності кінази спостерігається пі
сля її передінкубації при субстехіометричних мо
лярних співвідношеннях з СаМ [14] . Т а к е при
гнічення пояснювалося перерозподілом між різ
ними формами кінази за час передінкубації до 
початку вимірів її активності [12] . Дані цієї роботи 
показують, що співвідношення між різними форма
ми кінази до активації залишається практично 
незмінним після її активації . Отже, пригнічення 
КЛЛМ в передінкубаційний період не можна пояс
нити перерозподілом різних форм кінази. Ми не 
можемо повністю виключити кількісного перероз
поділу між димерною та мономерною формами в 
межах 5—10 в а г . % , але цим не можна пояснити 
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майже повного пригнічення активності цього фер
менту. Наші флюоресцентні дані (відсутні в цій 
роботі) свідчать, що пригнічення, яке супровод
жується зниженням у к ілька разів спорідненості 
С а 2 + до комплексу СаМ — КЛЛМ, має бути в 
основному зв ' я зане з конформаційними змінами 
молекули кінази. 

Олігомеризація і локалізація КЛЛМ. Олігомер 
при його концентрації в розчині біля 2 ваг .% (див. 
табл. 3 ) , очевидно, не може відігравати суттєвої 
ролі в передінкубаційному ефекті , якщо тільки 
його активність не перевищує в декілька разів 
активності інших форм кінази. Однак ми вва
жаємо, що олігомер кінази може відігравати важ
ливу роль in vivo і ось чому. Локальні концентрації 
олігомера КЛЛМ у живій клітині можуть бути 
набагато більшими від його концентраці ї в наших 
дослідах in vitro. Непрямою вказ івкою на таку 
можливсть є той факт , що гель-фільтраційна ко
лонка сильно зсуває рівновагу в бік надмолекуля
них структур. Ц е має бути наслідком сильного 
обмеження трансляційної рухливості молекул кі
нази в матриці геля. Т а к а ситуація може мати 
місце також у невеликих компартментах в цитоп
лазмі гладеньком'язової клітини. Результати, одер
жані з СаМ-афінною колонкою (див. рис. 4) , вка
зують на іншу, більш цікаву можливість. Дійсно, 
всі молекули кінази, іммобілізовані на СаМ, зши
тому з наповнювачем колонки, утворюють олі-
гомери. Дані попередніх досліджень свідчать, що 
КЛЛМ із гладеньких м 'яз ів міцно зв 'язується з 
товстими філаментами міозину [34, 3 5 ] . Отже, 
КЛЛМ, іммобілізована всередині гладеньком'язової 
клітини на міозинових філаментах , може з вели
кою ймовірністю існувати у формі олігомерів, ана
логічних тим, що елюють з гель-фільтраційної чи 
СаМ-афінної колонок. 

Із р и с 2 видно, що олігомер кінази характери
зується практично постійним середньоквадратич-
ним радіусом для дуже широкого інтервалу значень 
Mw (6 10 5 —10 7 Д а ) . Отже, мінімальний олігомер 
має відповідати гексамеру ( 6 - Ю 5 Д а ) . Різке зро
стання Mw в цьому інтервалі (див, р и с 2, а) може 
бути наслідком агрегації таких «мінімальних» олі
гомерів у паралельні структури, оскільки значного 
зростання С К Р при цьому не спостерігається (див. 
рис. 2, в). Структуру такого гексамеру у вигляді 
спіралі наведено на р и с 5, а. Вона повинна добре 
узгоджуватися із спіральною структурою міози-
нового філамента, встановленою із оптичної диф
ракції негативно пофарбованих самозібраних філа-
ментів [36, 3 7 ] , оскільки якраз ці філаменти зв ' я 
зують КЛЛМ з виключно високою спорідненістю 
[36] . 
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Рис. 5. Запропонована на основі експериментальних даних 
структура гексамера КЛЛМ (а) та її зв'язок із спіральною 
структурою самозібраних філаментів міозину (б). Деталі див. у 
тексті 

На нашій моделі показано поверхневе роз
міщення міозинових головок на стрижні філаменту 
(див. рис, 5, б). Із моделі видно, що гексамерну 
спіраль кінази довжиною 258 нм можна легко 
узгодити із спіральною структурою філамента , яка 
характеризується повтором 72 і кроком 108 нм. 
При діаметрі стрижня філамента біля 18 нм [38 ] і 
радіусі молекули кінази 1 нм діаметр спіралі гекса
мера має бути біля 20 нм. С К Р такої структури 
дорівнює 75 нм (із розрахунку за формулою Rg = 
= V 7 P " T ~ # 2 / 1 2 J ) , що добре узгоджується із величи
ною 80 нм, одержаною із наших даних по світло
розсіюванню. 

Необхідно відмітити, що запропонована модель 
застосовна до локалізаці ї КЛЛМ тільки в умовах 
розслаблення, тобто при відсутності V C a 2 + , коли 
СаМ і кіназа зв 'язані з філаментом міозину з 
високою спорідненістю і незалежно одне від одного 

[36 ], Активація кінази, як відомо, супроводжується 
з н и ж е н н я м спорідненості активного комплексу 
СаМ —КЛЛМ до міозину [34, 3 6 ] , що може при
зводити до зміни його розташування на філаменті. 
Подальше зниження цієї спорідненості має місце 
після фосфорилювання міозину, в результаті чого 
кіназа може легко переміщуватися і фосфорилюва-
ти інші головки міозину на поверхні філамента. У 
процес і п е р е м і щ е н н я к і н а з и в з д о в ж товстого 
філамента можуть брати участь такі асоційовані з 
тонкими філаментами СаМ-зв ' я зуючі білки, як 
кальдесмон і кальпонін. 

А. М. Филенко, В. М. Данилова, А. Собеиіек 

Надмолекулярные формы киназы легких цепей миозина 
гладких мышц. 

1. Характеристика и процентное распределение в растворе 

Резюме 
В данной работе с помощью методов светорассеяния показа
но, что апофермент киназы легких цепей миозина гладких 
мышц существует в растворе как смесь олигомерной, димер-
ной и мономерной форм, относительная концентрация кото
рых при физиологической ионной силе (J60 мМ соли) состав
ляет соответственно 2, 53 и 45 весовых проценпюв. после 
активации киназы кальмодулином не обнаружено заметных 
изменений в их процентном распределении независимо от 
того, киназа или кальмодулин были в растворе в избытке. 
Анализ олученных данных позволяет сделать вывод о том, 
что наиболее вероятной структурой олигомера является 
спиралевидный гексамер, размеры которого хорошо согласу
ются со спиральной структурой самособранных миозиновых 
фшшментов. 

А. М. Filenko, V. М. Danilova, A. Sohieszek 

Supramolecular species of smooth muscle myosin light chain kinase. 
1. Characterization and percent distribution in solution 

Summary 

It is shown by the light scattering methods that inactive 
(calmodulin-free) myosin light chain kinase (MLCK) exists in 
solution as a mixture of oligomeric, dimeric and monomeric spicies, 
which relative concentrations at physiological ionic strength 
constitute correspondingly 2, 53 and 45 weight percent. After kinase 
activation by calmodulin (CaM) we could not detect any appreciable 
changes in the kinase species distribution wfien either kinase or CaM 
were present in molar excess. Analysis of the data obtained indicates 
that the kinase oligomer structure may be interpreted as a kind of 
flexible spiral in which MLCK molecules associate in head-to-tail 
fashion with the limiting configurations being a ring, and a long rod. 
It is important to point out that the spiral-like oligomer fits very 
well to the helical structure of self-asssembled myosin filaments. 
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