Структурные и функциональные последствия Leu/Pro замен в гидрофобном ядре тропомиозина
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Сокращение сердечной мышцы регулируется структурными перестройками белков тонкого филамента, определяющими доступность сайтов связывания миозина на актине. Тропомиозин (Tpm) – это белок, образующий протяженную нить на поверхности актина. В отсутствие ионов кальция Tpm блокирует сайты связывания миозина на актине, тогда как при повышении концентрации Ca²⁺ взаимодействие с тропониновым (Tn) комплексом приводит к его смещению и открытию сайтов [1]. Мутации в гене TPM1 могут нарушать возможность регуляции и приводить к наследственным кардиомиопатиям.

Структурно Tpm представляет собой спираль coiled-coil, состоящую из двух α‑спиралей. Эта структура образована гептадными повторами a–g в аминокислотной последовательности. Остатки в положениях a и d формируют гидрофобный кор молекулы. Канонически в этих положениях располагаются аминокислоты, боковые радикалы которых обеспечивают плотную упаковку гептады (лейцин, валин и изолейцин) [2]. Отличительной особенностью Tpm является наличие участков с менее разветвленными остатками (в частности, аланином) в ядре, что снижает плотность упаковки и повышает локальную подвижность спиралей [3].

В силу высокой консервативности позиций a и d и их важности в поддержании баланса между стабильностью и подвижностью структуры, мутации в этих положениях могут драматичным образом нарушать функцию белка. В базе данных мутаций человека ClinVar были найдены новые варианты основной сердечной изоформы Tpm1.1 L43P, L57P и L64P. В них канонический лейцин в положении a заменен пролином, который известен свойством нарушать α-спиральную структуру. Целью работы было выяснить молекулярные механизмы, лежащие в основе патологического фенотипа этих Leu/Pro мутаций.

Исследование молекул методом дифференциальной сканирующей калориметрии показало, что для вариантов Tpm1.1 L43P и L57P исчезает высокотемпературный участок независимой денатурации молекулы (калориметрический домен), соответствующий ее N-концевой части. У варианта Tpm1.1 L64P этот домен значительно смещен в область низких температур (33.2°C, что ниже физиологической температуры).

Вязкость растворов Tpm отражает силу концевых взаимодействий, критически важных для формирования протяженного полимера на поверхности тонкого филамента. Данные вискозиметрии продемонстрировали значительное (почти в 4 раза) снижение вязкости образца Tpm1.1 L43P: 0.072 мПа·с против 0.27, 0.29 и 0.27 мПа·с для Tpm1.1 WT, L57P и L64P, соответственно. 

Связывание мутантов Tpm1.1 с F-актином оценивали путем их совместного осаждения при ультрацентрифугировании. Все варианты демонстрировали снижение сродства к F-актину: насыщение филаментов мутантными Tpm1.1 в условиях, когда они полностью декорированы Tpm1.1 WT, составляет лишь 20-25%. Аналогичный эксперимент был проведен с добавлением Tn комплекса. В этих условиях все образцы восстанавливали свое сродство к актину.

Поскольку субъединица TnT тропонинового комплекса непосредственно взаимодействует с Tpm, дополнительно было исследовано влияние её фрагмента TnT1, связывающегося с областью перекрытия N- и C-концов соседних молекул Tpm. Присутствие TnT1 увеличивало сродство к F-актину для вариантов Tpm1.1 L57P и L64P, но не для L43P, что указывает на более выраженное нарушение его структуры.

Функциональные исследования в in vitro подвижной системе показали, что вариант Tpm1.1 L43P полностью нарушает кальций-зависимую регуляцию филаментов, тогда как Tpm1.1 L57P приводит к сдвигу кривой кальциевой чувствительности.

Мы полагаем, что выраженность кардиомиопатического фенотипа определяется как положением мутации относительно N-конца, так и её локализацией относительно стабилизирующих и дестабилизирующих кластеров в гидрофобном ядре. Близость мутации к N-концу сопряжена со значительным уменьшением способности молекул Tpm образовывать концевые взаимодействия, а также с большей термической нестабильностью молекулы. Мутации, расположенные вблизи уже ослабленных участков, могут частично компенсировать стерическое напряжение, вызванное пролиновой заменой, тогда как замены в центре стабилизирующего кластера приводят к более серьёзным нарушениям упаковки и механических свойств молекулы. 
Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 22-14-00059-П. Лапшина К.К. является стипендиатом Фонда развития теоретической физики и математики «БАЗИС» (№ 25-2-1-60-1).
Литература
1. Perry, S.V. Vertebrate tropomyosin: distribution, properties and function // J Muscle Res Cell Motil. 2001, 22. p. 5–49.
2. Wagschal, K., Tripet, B., Lavigne, P., Mant, C.T., and Hodges, R.S. The role of position a in determining the stability and oligomerization state of-helical coiled-coils: 20 amino acid stability coefficients in the hydrophobic core of proteins // Protein Sci. 1999, 8. p. 2312–2329.
3. Brown, J.H., Kim, K.H., Jun, G., Greenfield, N.J., Dominguez, R., Volkmann, N., Hitchcock-DeGregori, S.E., & Cohen, C. Deciphering the design of the tropomyosin molecule // Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2001, 98(15). p. 8496–8501. 
