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Аннотация. Для обеспечения сократительной функции мышц важна стабильность тонкой нити, в 
поддержании которой принимают участие актин-связывающие белки тропомиозин и тропомодулин 
(Tmod). Известно, что наличие регуляторного белка тропомиозина на актиновой нити увеличивает 
её жёсткость. Тропомодулин представляет собой актин-кэпирующий белок, который связывается с 
минус-концом актиновой нити, предотвращает её разборку, регулирует её длину и определяет её 
стабильность В сократительном аппарате поперечно-полосатых мышц экспрессируется две 
изоформы тропомодулина – Tmod1 и Tmod4. Изоформа Tmod1 экспрессируется в миокарде, и обе 
изоформы экспрессируются в быстрых скелетных мышцах. Используя метод оптической ловушки, 
проанализировано влияние актин-связывающих белков, тропомиозина и тропомодулина (изоформ 
Tmod1 и Tmod4), на изгибную жёсткость актиновой нити. Обнаружено, что присутствие 
регуляторных белков тропомиозин и тропонина на актиновой нити увеличивает её изгибную 
жёсткость. Изоформы тропомодулина по-разному влияли на неё. Изоформа Tmod4 уменьшала 
изгибную жёсткость тонкой нити, реконструированной из актина, тропонина и тропомиозина, а 
изоформа Tmod1 не влияла на неё. Полученные результаты говорят об изоформ специфическом 
взаимодействии тропомодулина с актином и тропомиозином. 
Ключевые слова: актин, тропомиозин, тропомодулин, изгибная жесткость, оптическая ловушка. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
В сократительном аппарате саркомера кардиомиоцита актин связан с актин-связывающими белками, к 

которым относятся тропомиозин и тропомодулин, определяющие стабильность тонкой нити, что является 
важным условием для осуществления сократительной функции саркомера. Тропомиозин вместе с тропонином 
принимает участие в кальциевой регуляции сокращения миокарда. Молекула тропомиозина представляет собой 
двойную супер-спираль. Соседние молекулы тропомиозина взаимодействую N- и C-концами, образуя 
непрерывный тяж на поверхности актиновой нити. 

Тропомодулин (Tmod) является кэпирующим белком, который связывается с медленно растущим минус-
концом актиновой нити, предотвращает её разборку и присоединение новых глобул актина [1], тем самым 
регулируя её длину [2], а также определяя стабильность актиновой нити [3,4]. В сократительном аппарате 
поперечно-полосатых мышц экспрессируется две изоформы тропомодулина Tmod1 и Tmod4. N-концевая часть 
Tmod1 содержит два тропомиозин-связывающих сайта и один тропомиозин-зависимый сайт кэпирования актина 
[5,6]. Благодаря наличию двух сайтов связывания молекула Tmod1 связывает две молекулы тропомиозина на 
минус конце актиновой нити [7]. 

Для поддержания нормальной длины тонкой нити саркомера необходимо взаимодействие Tmod и другого 
белка семейства тропомодулинов, лейомодина, с минус-концом тонкой нити. Важную роль в этом 
взаимодействии играет N-терминальная часть молекулы тропомиозина [8]. Взаимодействие Tmod с 
тропомиозином предотвращает деполимеризацию тонкого филамента. Тропомиозин в 1000 раз усиливает 
связывание Tmod1 с минус концом актиновой нити [6]. 

Тропомодулин является одним из белков, который одновременно взаимодействует с актиновой нитью и 
тропомиозином, и для нормального функционирования саркомера важна координация взаимодействия этих трех 
белков. В работе с помощью метода оптической ловушки исследовано влияние сердечной изоформы 
тропомиозина, альфа-тропомоиозина, и двух изоформ тропомодулина – Tmod1 и Tmod4, на изгибную жёсткость 
актиновой нити. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
Получение белков. Скелетно-мышечный актин и сердечный тропонин выделены из m. psoas кролика и 

миокарда левого желудочка быка, соответственно, с помощью стандартных методов [9,10]. Tmod1,Tmod4 и 
сердечный альфа-Tpm человека экспрессированы в E. coli [11]. Для визуализации во время эксперимента в 
оптической ловушке актиновая нить метится TRITC-фаллоидином (Sigma-Aldrich Inc.).  

Измерение изгибной жёсткости актиновой и реконструированной тонкой нити с помощью метода 
оптической ловушки. Метод оптической ловушки позволяет провести прямое измерение изгибной жёсткости  
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Рисунок 1. Растяжение «гантели» с помощью оптической ловушки. Процедура растяжения начинается из 
состояния провисшей нити. Увеличение растягивающей силы приводит к одновременному вращению 
полистироловых шариков в ловушках и изгибу исследуемой нити 

 
актиновой нити, ассоциированной с актин-связывающими белками. Описание экспериментальной установки и 
подробная методика измерения изгибной жесткости тонких нитей с помощью метода оптической ловушки 
описаны в нашей предыдущей работе [12]. Экспериментальная установка двухлучевой оптической ловушки 
построена на базе инвертирующего флуоресцентного микроскопа (AxioObserver, Carl Zeiss, Германия). Суть 
метода заключается в следующем. Для вычисления изгибной жёсткости актиновой и реконструированной тонкой 
нити экспериментально регистрируется кривая «удлинение-сила». Для этой цели, два полистироловых шарика 
диаметром 0,9 мкм захватываются и удерживаются в двух независимых лучах инфракрасного лазера (Ventus, 
Laser Quantum, США), сфокусированных высокоапертурным объективом (AxioObserver, Carl Zeiss, Германия). К 
этим шарикам с помощью NEM-модифицированного миозина, который необратимо связывается с актином, 
приклеивается фрагмент актиновой или реконструированной тонкой нити длиной 5-7 мкм. Формируется так 
называемая «гантель». Смещением одного из ИК лучей вдоль оси нити с шагом 50 нм гантель растягивается из 
состояния провисшей нити (рис. 1). После каждого шага растяжения записывается броуновский шум колебаний 
шарика в неподвижном луче, который с учетом жёсткости оптической ловушки, является мерой силы, 
растягивающей гантель. 

Изменения расстояния между шариками вычисляется по микрофотографии шариков, записанных с 
видеокамеры высокого разрешения (CoolSnap HQ2, Photometrics, Великобритания) в режиме светлого поля, с 
помощью специально написанной для этих целей программы анализа изображения. Полученная 
экспериментальная кривая «удлинение-сила» (рис. 2) аппроксимируется численным решением механической 
задачи изгиба тонкого упругого стержня, из которого получаем значение изгибной жёсткости исследуемого 
объекта. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
В работе с помощью метода оптической ловушки измерена изгибная жёсткость актиновой нити (F-актин), а 

также тонкой нити, реконструированной из актина, тропонина и тропомиозина, без тропомодулина и в 
присутствии двух его изоформ – Tmod1 и Tmod4. Полученные значения изгибной жёсткости приведены в 
таблице 1 и представлены на рисунке 3. Обнаружено, что наличие регуляторных белков тропонина и 
тропомиозина на актиновой нити увеличивает изгибную жёсткость F-актина, что согласуется с ранее 
полученными данными [12]. Изоформы тропомодулина по-разному влияют на изгибную жёсткость тонкой нити. 
Tmod4 уменьшает изгибную жёсткость, а Tmod1 не влияет на неё. Этот результат говорит о том, что 
взаимодействие разных изоформ тропомодулина с тропомиозином отличается. Ранее было показано, что 
изоформы Tmod1 и Tmod3 с разной аффинностью связывают изоформы немышечных тропомиозинов и альфа-
тропомиозин [13]. Аминокислотная последовательность N-терминальной части изоформ Tmod1 и Tmod4 имеет 
значительные отличия [14], что определяет особенности взаимодействия тропомодулина с тропомиозином. 

 
 

 
Рисунок 2. Экспериментальная зависимость «удлинение-сила» и её аппроксимация численным решением 
механической задачи изгиба тонкого упругого стержня. По оси абсцисс отложено безразмерное удлинение, 
которое определяется отношением изменения полурасстояния между центрами шариков (h) к радиусу шарика 
(R) 
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Рисунок 3. Изгибная жёсткость актиновой и тонкой нити, реконструированной из F-актина, тропонина и 
тропомиозина, в присутствии разных изоформ тропомодулина Tmod1 и Tmod4. Значения жёсткости показаны, 
как медиана и межквартильный диапазон. Символом * обозначены статистически значимые отличия 
жесткости. Оценка значимости отличий проведена с помощью непараметрического критерия Вилкоксона. 
Уровни значимости отличий приведены в таблице 1 
 
Таблица 1. Изгибная жёсткость актиновой и реконструированной тонкой нити в присутствии 
изоформ тропомодулина 

Исследуемый объект  
Изгибная жёсткость, K × 1026 Н·м2, 
медиана (межквартильный диапазон)  
(N – число экспериментов) 

F-актин 2,57 (1,42) (N = 25) 

Тонкая нить 4,59 (2,77) # p <0,0001 (N = 20) 

Тонкая нить + Tmod1 4,05 (1,65) (N = 22) 
Тонкая нить + Tmod4 3,65 (1,28) * p <0,0001 (N = 24) 

Символами # и * обозначено статистически значимое отличие жёсткости тонкой нити от жёсткости F-актина и 
жёсткость тонкой нити в присутствии Tmod от жёсткости тонкой нити без Tmod, соответственно. Оценка 
значимости отличий проведена с помощью непараметрического критерия Вилкоксона. Уровни значимости 
отличий приведены в таблице 
 

Таким образом, изоформы тропомодулина специфически взаимодействуют с актином и тропомиозином 
тонкой нити, что может иметь значение для реализации сократительной функции разных типов поперечно-
полосатых мышц. 

 
Работа поддержана РНФ (грант №22-24-00729) и выполнена на оборудовании ЦКП ИИФ УрО РАН. 
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Abstract. To ensure the contractile function of muscles, the stability of a thin filament is important, which 
is maintained by the actin-binding proteins tropomyosin and tropomodulin (Tmod). It is known that the 
presence of the regulatory protein tropomyosin on the actin filament increases its stiffness. Tropomodulin 
is an actin-capping protein that binds to the minus end of the actin filament, prevents its disassembly, 
regulates its length, and determines its stability. Two isoforms of tropomodulin, Tmod1 and Tmod4, are 
expressed in the contractile apparatus of striated muscles. The Tmod1 isoform is expressed in the 
myocardium, and both isoforms are expressed in fast skeletal muscles. Using an optical trap method, the 
effect of actin-binding proteins, tropomyosin and tropomodulin (Tmod1 and Tmod4 isoforms), on the 
bending stiffness of the actin filament was analyzed. It was found that the presence of the regulatory 
proteins tropomyosin and troponin on the actin filament increases its flexural rigidity. Tropomodulin 
isoforms affected it differently. The Tmod4 isoform reduced the bending stiffness of a thin filament 
reconstructed from actin, troponin, and tropomyosin, while Tmod1 did not affect it. The results obtained 
indicate an isoform-specific interaction of tropomodulin with actin and tropomyosin. 
Key words: actin, tropomyosin, tropomodulin, bending stiffness, optical trap. 
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