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Сердечный миозин-связывающий белок С (cMyBP-C) – один из важных элементов контроля цикла 
миозинового мостика. С-Терминальная часть cMyBP-C располагается на поверхности толстой 
нити, а N-концевая часть cMyBP-C взаимодействует с актином, миозином и тропомиозином, 
влияя как на кинетику цикла гидролиза ATP и время жизни поперечного мостика, так и на каль-
циевую регуляцию актин-миозинового взаимодействия, модулируя тем самым сократительную 
функцию миокарда. Роль cMyBP-C в сокращении предсердий практически не изучена. Мы иссле-
довали влияние N-терминального C0-С1-m-C2 (С0-С2) фрагмента cMyBP-C на актин-миозиновое 
взаимодействие, используя предсердный и желудочковый миозин в in vitro подвижной системе. 
Фрагмент С0-С2 cMyBP-C существенно снижал максимальную скорость скольжения тонких нитей 
по обеим изоформам миозина и увеличивал кальциевую чувствительность актин-миозинового 
взаимодействия. Фрагмент С0-С2 по-разному влиял на кинетику обмена нуклеотидов, ATP и ADP, 
увеличивая аффинность желудочкового миозина к ADP и уменьшая аффинность предсердного 
миозина. Влияние фрагмента С0-С2 на активацию тонкой нити зависело от изоформ миозина. 
Предсердный миозин слабее активирует тонкую нить, чем желудочковый, а фрагмент С0-С2 
делает эти различия изоформ миозина более выраженными.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сердечный миозин-связывающий белок С, миокард, предсердный и желу-
дочковый миозин, сердечная мышца, регуляторные белки, актин-миозиновое взаимодействие, 
кальциевая регуляция, активация тонкой нити, in vitro подвижная система.
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Принятые сокращения: ИПС – in vitro подвижная система; ТЦМ – тяжёлые цепи миозина; cMyBP-C – сердеч-
ный миозин-связывающий белок С; RLC – регуляторные лёгкие цепи миозина; S1 и S2 – субфрагменты 1 и 2 мио-
зина; Tn – тропониновый комплекс; Tpm – тропомиозин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Сердечный миозин-связывающий белок  С 
(cMyBP-C)  – белок саркомера кардиомиоцита, 
который модулирует актин-миозиновое взаимо-

действие, влияя на характеристики сокращения 
сердца. cMyBP-C определяет скорости сокращения 
и расслабления миокарда [1–4]. Молекула cMyBP-C 
имеет массу ~140 кДа и состоит из восьми иммуно-
глобулиновых и трех фибронектиновых доменов, 
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обозначаемых от C0 до С10, начиная с N-конца. 
Между доменами С1 и С2 находится m-мотив, со-
держащий сайты фосфорилирования [5–7]. N-Тер-
минальная часть cMyBP-C взаимодействует как 
с субфрагментами  1 и  2 (S1  и  S2) миозина, так и 
с актином и тропомиозином, а также c белками, 
обеспечивающими стабильность и функциониро-
вание саркомера  [8–16]. Домены С5–С10 cMyBP-C 
продольно располагаются на стволе толстой нити, 
взаимодействуя с лёгким меромиозином сердеч-
ного миозина [8, 10]. Согласно данным криоэлек-
тронной микроскопии и термофореза, централь-
ные домены cMyBP-C могут взаимодействовать с 
фрагментами S1 и S2 сердечного миозина [17, 18]. 
Благодаря линкерному участку между доменами 
С4 и  С5 белок способен изгибаться под прямым 
углом, и его N-терминальная часть направляется 
к тонкой нити саркомера [8, 19].

Фрагмент С1-m-С2 связывает S2 миозина, а фос-
форилирование в m-мотиве приводит к диссоциа-
ции фрагмента С1-m-С2, что влияет на количество 
головок миозина, которые могут взаимодейство-
вать с поверхностью F-актина  [6, 20–23]. Связы-
ваясь с актином, фрагмент C0-C1-m-C2 cMyBP-C 
способен активировать тонкую нить, смещая тро-
помиозин из блокирующей, или закрытой, позиции  
в открытую, способствуя взаимодействию миозина 
с актином [24–27]. N-Терминальная часть cMyBP-C 
увеличивает скорость циклирования поперечного 
мостика миозина при субмаксимальных концен-
трациях кальция и кальциевую чувствительность 
силы, развиваемой изолированными препарата-
ми миокарда [28–30]. Показано также увеличение 
кальциевой чувствительности актин-миозино-
вого взаимодействия в присутствии cMyBP-C при 
использовании изолированных белков в in vitro 
подвижной системе (ИПС) [26, 27, 31–34].

Несмотря на интенсивные исследования, 
механизм, регулирующий взаимодействие N-тер-
минальной части cMyBP-C с миозином и тонкой 
нитью, до конца не ясен. Показано, что во время 
диастолы в кардиомиоцитах одна популяция 
молекул cMyBP-C своей N-терминальной частью 
взаимодействует с тонкой нитью, другая попу
ляция  – с толстой нитью, а фосфорилирование 
m-мотива ведёт к диссоциации cMyBP-C от тонкой 
нити [35]. Кроме того, cMyBP-C влияет на количе-
ство поперечных мостиков, а также на кинетику 
прикрепления/открепления головки миозина от 
актина [36–39]. На нокаутных по гену MYBPC3 мы-
шах, а также мышах с экспрессией укороченной 
формы cMyBP-C показано, что отсутствие cMyBP-C 
ускоряет высвобождение фосфата и  ADP, тем са-
мым ускоряя кинетику открепления поперечного 
мостика [40–42]. Кинетика открепления попереч-
ных мостиков определяет их количество в при-
креплённом состоянии, что влияет на активацию 

тонких нитей через механизмы кооперативности 
кальциевой регуляции актин-миозинового взаи-
модействия [43, 44].

Обнаружено, что эффект cMyBP-C на кинетику 
поперечного мостика зависит от изоформ миозина. 
Tanner et al. [41] показали, что cMyBP-C не оказы-
вает влияния на выход ADP из ATPазного кармана 
миозина и кинетику открепления поперечного мо-
стика у мышей, экспрессирующих α-изоформу тя-
жёлых цепей миозина (ТЦМ) в миокарде. У мышей 
с экспрессией β-ТЦМ cMyBP-C замедлял выход ADP, 
кинетику открепления и время жизни попереч-
ного мостика в миокарде левого желудочка.

cMyBP-C экспрессируется не только в желудоч-
ках, но и в предсердиях, одной из важных функций 
которых является наполнение желудочков кровью. 
Сокращения предсердий обеспечивают в среднем 
18–20% ударного объёма крови  [45]. В  предсер-
диях и желудочках млекопитающих и человека 
соотношение α- и β-ТЦМ различно. Предсердный 
миозин отличается от желудочкового изоформами 
существенных  (ELC) и регуляторных лёгких це-
пей (RLC) [46]. Из-за различий изоформного состава 
предсердный миозин отличается от желудочкового 
функциональными свойствами, в том числе спо-
собностью активировать тонкую нить [47–50].

Роль cMyBP-C в сокращении предсердий прак-
тически не исследована. На мышах, нокаутных по 
гену MYBPC3, обнаружено, что отсутствие cMyBP-C 
уменьшает кальциевую чувствительность зависи-
мости pCa-сила предсердных кардиомиоцитов [51]. 
В ряде работ было показано, что при патологиях 
миокарда может наблюдаться как снижение, так 
и увеличение степени фосфорилирования cMyBP-C 
в предсердиях [52–54].

Целью работы было исследование влияния 
N-терминального фрагмента C0-С1-m-C2 (С0-С2) 
cMyBP-C на актин-миозиновое взаимодействие в 
in vitro подвижной системе. Мы сравнили эффект 
фрагмента C0-C2 на активацию тонких нитей с 
предсердным и желудочковым миозином, а также 
на кинетику обмена нуклеотидов  – ATP и ADP  – 
обеих изоформ миозина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белков. Синтез полной коди-
рующей последовательности cMyBP-C человека 
(UniProt Q14896; MYPC3_HUMAN) был выполнен 
компанией «Евроген» (Россия). На базе этой после-
довательности был получен молекулярно-генети-
ческий конструкт С0-С2 (1–455 а.о.), для получения 
которого были использованы праймеры, представ-
ленные в табл. 1.

Молекулярно-генетический конструкт С0-С2 
был получен с помощью метода ПЦР с использо-
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Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, используемых в качестве праймеров для получения 
молекулярно-генетической конструкции фрагмента C0-C2 cMyBP-C

Название  
праймера Последовательность праймера (5′→3′)

cMYBPC (C0) fw GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT

cMYBPC (C2) rev TCAGTGATGGTGATGGTGATGCGGGCCCTGAAACAGCACTTCCAGGGGCTCTTTCACAAAGAGCTCCGT

ванием соответствующих пар праймеров (табл. 1) 
в амплификаторе Mastercycler («Eppendorf», Герма-
ния). Полученный ДНК-фрагмент был клонирован 
в плазмиду pet23a+ между сайтами распознавания 
эндонуклеаз рестрикции NdeI и EcoRI. Кодирующая 
последовательность С-конца cMyBP-C была фланки-
рована His-tag из шести гистидинов и сайтом рас-
познавания вирусной протеазы 3С. Корректность 
последовательности молекулярно-генетической 
конструкции была подтверждена секвенировани-
ем в компании «Евроген».

Рекомбинантный С0-С2-фрагмент cMyBP-C был 
экспрессирован в клетках Escherichia сoli штам-
ма C41(DE3). Для этого одиночные колонии, полу-
ченные после химической трансформации целевого 
конструкта, инокулировали в 15–20 мл стериль-
ной среды  LB, содержащей 100 мкг/мл ампицил-
лина, и оставляли на ночь на шейкере при 37 °С и 
250 об./мин. Затем 15–20 мл ночной культуры добав-
ляли в 1 литр среды LB, содержащей 100 мкг/мл ам-
пициллина, и оставляли клетки расти на шейкере 
до поглощения 0,6–0,7 при 600 нм (~2 ч). Индукцию 
экспрессии производили добавлением изопропил-β-
D-1-тиогалактопиранозида (IPTG) до конечной кон-
центрации 1 мМ, и инкубировали клетки в течение 
ночи при 30 °С. После экспрессии клетки собирали 
центрифугированием при 4000 g на центрифуге 
Eppendorf 5810R («Eppendorf», Германия) в течение 
40 мин при 4 °C. Клеточный осадок ресуспендиро-
вали в буфере для хроматографии (50 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0), 15 мМ имидазола, 300 мМ NaCl, 1 мМ PMSF  
(фенилметилсульфонил фторид), 5 мМ 2-меркапто
этанола). Клеточные лизаты замораживали при 
–80 °C до последующей очистки.

При очистке белков осадки клеток размора-
живали в буфере для хроматографии, после чего 
суспензию клеток обрабатывали ультразвуком 
(«Sonics & Materials,  Inc.», США) в течение 10 мин. 
Полученный лизат центрифугировали при 25 000 g 
в течение 40 мин. Супернатант наносили на колон-
ку HisTrap HP («GE HealthCare», Швеция) объёмом 
5 мл, предварительно уравновешенную 10  объё-
мами (50 мл) буфера для хроматографии. Колон-
ку подключали к хроматографической системе 
ProStar 3250 («Varian Inc.», Австралия) и промывали 
при скорости 3 мл/мин в течение 10–20 мин. Элю-
цию проводили градиентом имидазола (15–500 мМ) 

на базе буфера для хроматографии. Фракции, содер-
жащие наибольшее количества белка, объединяли 
и диализовали против 2  литров 30 мМ  Hepes-Na 
(pH 7,3), 100 мМ NaCl в течение ночи. Концентра- 
цию полученного белка измеряли спектрофотомет-
рически с использованием коэффициента экстинк-
ции Abs0,1% = 0,867, добавляли ДТТ до 1 мМ и замора-
живали при –80 °C. Электрофореграмма препарата 
С0-С2-фрагмента сMyBP-C приведена на рис. 1, а.

Сердечный миозин получали из левого же-
лудочка и левого предсердия свиньи с помощью 
стандартного метода [55]. Содержание α- и β-ТЦМ 
определяли с помощью Ds-Na-ПААГ-электpофоpеза 
по методу Reiser  et  al.  [56]. Гели сканировали на  
ChemiDoc MP Imaging System («Bio-Rad»), и процент-
ное содержание α- и β-изоформ ТЦМ определяли по 
интенсивности белковых полос программой Image 
Lab 5.2.1 («Bio-Rad»). Предсердный миозин содер-
жал ~100% α-ТЦМ, а желудочковый – ~100% β-ТЦМ 
(рис. 1, б).

Сердечный тропомиозин (Tpm, Tpm1.1) чело-
века получен, как описано ранее  [50]. Рекомби-
нантный сердечный тропониновый комплекс (Tn) 
человека, состоящий из TnI, TnT и TnC, был пре-
доставлен компанией «HyTest» (Финляндия; кат. 
№ 8ITCR). Мономерный актин получали стандарт-
ным методом из скелетных мышц кролика  [57] 
и полимеризовали в актиновые филаменты (F-ак-
тин) добавлением 4 мМ MgCl2 и  100 мМ KCl. Для 
экспериментов в ИПС F-актин окрашивали TRITC-
фаллоидином («Sigma Chemical Co.», США).

Эксперименты в in vitro подвижной системе. 
Основным методом, использованным в этой рабо-
ты, было измерение скорости скольжения F-ак-
тина и тонких нитей с помощью  ИПС. Скорость 
движения филаментов по миозину представляет 
собой интегральную характеристику всех процес-
сов, обеспечивающих актин-миозиновое взаимо-
действие: механику головки миозина, кооператив-
ные механизмы, в том числе цикл гидролиза ATP. 
Поэтому измерение параметров движения фила-
ментов позволяет получать разнообразную инфор-
мацию об этих процессах, варьируя эксперимен-
тальные условия.

Эксперименты проводили при 30 °С, как опи-
сано ранее [34, 48–50]. Вкратце, сердечный миозин 
в концентрации 300 мкг/мл (0,65 мкМ) загружали  
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Рис. 1. Электрофореграммы препарата С0-С2-фрагмента сMyBP-C и тяжёлых цепей миозина. а – Электрофоре-
грамма препарата С0-С2-фрагмента сMyBP-C: 1  – маркер молекулярной массы; 2  – препарат фрагмента С0-С2. 
б  –  Электрофореграмма для определения состава изоформ тяжёлых цепей миозина. ПААГ окрашен SYPRO 
Ruby («Thermo Fisher Scientific», США). Изображение получено с помощью денситометра GS-800 («Bio-Rad», 
США). ТЦМ  –  тяжёлые цепи миозина; 1  –  миозин из левого желудочка; 2  –  маркер молекулярной массы  
(«Mark12™ Unstained Standard, Invitrogen™», США); 3 – миозин из левого предсердия

в экспериментальную проточную ячейку в АВ- 
буфере (25 мМ KCl, 25 мМ имидазола, 4 мМ MgCl2, 
1 мМ ЭГТА и 20 мМ ДТТ; pH 7,5), содержащем 
0,5 М KCl. Регулируемые тонкие нити реконструиро-
вали в АВ-буфере, добавляя Tpm и Tn до конечных 
концентраций 100 нМ к раствору, содержащему 
10 нМ F-актина, меченного TRITC-фаллоидином, и 
заливали их в проточную ячейку с миозином. Для 
инициации скольжения тонких нитей в проточную 
ячейку добавляли финальный АВ-буфер, который 
содержал 2 мМ ATP, 0,5 мг/мл БСА, 3,5 мг/мл глюко-
зы, 0,02 мг/мл каталазы, 0,15 мг/мл глюкозо-оксида-
зы, 0,5% метилцеллюлозы, 100 нМ Tpm/Tn и необ-
ходимую концентрацию кальция.

Для исследования влияния фрагментов 
cMyBP-C на кальциевую регуляцию актин-мио-
зинового взаимодействия измеряли скорость 
скольжения тонких филаментов по миозину в 
ИПС в присутствии 2 мМ ATP при различных кон-
центрациях ионов Са2+ с помощью программы 
GMimPro [58]. В данном виде эксперимента исполь-
зовали 500 нМ С0-С2-фрагмента cMyBP-C, который 
загружали в проточную ячейку в финальном рас-
творе, содержащем ATP и ионы Са2+. Кальциевую 
зависимость скорости тонких филаментов аппрок-
симировали уравнением Хилла:

V = Vmax × (1 + 10h(pCa–pCa50))–1,	 (1)

где V и  Vmax  – скорость и максимальная скорость 
скольжения тонких нитей при насыщающей кон-
центрации кальция соответственно; pCa50 (каль-
циевая чувствительность)  – концентрация каль-
ция, при которой достигается полумаксимальная 

скорость скольжения тонких нитей; h  –  коэффи-
циент кооперативности Хилла. Скорость скольже-
ния F-актина измеряли в тех же условиях, но при 
отсутствии Tpm, Tn и ионов Са2+.

Влияние фрагмента С0-С2 на мостик-мостико-
вую кооперативность исследовали по зависимости 
скорости скольжения тонких нитей от концентра-
ции миозина, загружаемого в проточную ячейку. 
Эксперименты проводились при насыщающей 
(рСа 4) и ненасыщающей концентрациях кальция. 
Так как предсердный миозин имеет более низкую 
кальциевую чувствительность, чем желудочковый, 
то значения ненасыщающей концентрации каль-
ция составили рСа 5,5 для предсердного миозина и 
рСа 6 – для желудочкового. Фрагмент С0-С2 добав-
лялся в концентрации 500 нМ в буфер, содержащий 
ATP и соответствующую концентрацию кальция. 
Определяли концентрация миозина, при которой 
скорость скольжения тонких нитей достигала по-
ловины от своего максимального значения (Смиозин).

Влияние фрагмента С0-С2 на скорость сколь-
жения F-актина и тонких нитей при насыщаю-
щей концентрации кальция (рСа 4) исследовали, 
добавляя в финальный буфер, содержащий  ATP, 
С0-С2-фрагмент в концентрации 100–2000 нМ. 
Для каждой концентрации фрагмента загружали 
отдельную ячейку.

Зависимость скорости скольжения F-акти-
на и тонких нитей при насыщающей концен-
трации кальция (рСа 4) от концентрации  ATP 
исследовали, измеряя их скорость скольжения 
при концентрациях  ATP в финальном буфере  – 
0–2 мМ. Эксперименты выполняли без добавле-
ния фрагмента С0-С2 и при добавлении 500 нМ  
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фрагмента С0-С2 в финальный буфер, содержа-
щий ATP. Для каждой концентрации ATP загружа-
ли отдельную ячейку.

Влияние ADP на скорость скольжения F-ак-
тина и тонких нитей при насыщающей концен-
трации кальция (рСа 4) исследовали, добавляя в 
финальный буфер, содержащий 2 мМ ATP,  ADP в 
концентрации 0,05–6 мМ. Для каждой концентра-
ции ADP загружали отдельную ячейку.

Зависимость скорости скольжения F-актина и 
тонких нитей от концентрации С0-С2-фрагмента 
cMyBP-C и ADP аппроксимировали логистической 
функцией:

V = (V1 - V2) × (1 + (x/x0)3)–1 + V2,	 (2)

где V1 – минимальное значение скорости, V2 – мак-
симальное значение скорости, x0 – значение кон-
центрации фрагмента или ADP, при котором ско-
рость полумаксимальная.

Каждый эксперимент повторяли трижды (каж-
дый раз – с заново приготовленным миозином), и 
полученные значения скоростей скольжения тон-
ких нитей и F-актина выражали как среднее зна-
чение ± стандартное отклонение. Анализ данных 
и статистический анализ проводили с использова-
нием Excel 16 («Microsoft Corp.», США) и Origin 8.0 
(«Origin Lab», США). Статистический анализ про-
водили с использованием t-критерия Стьюдента 
или Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние C0-C2 N-терминального фрагмен-
та cMyBP-C на скорость скольжения F-актина  

и тонких нитей по миозину в ИПС. Фрагмент 
C0-C2 дозозависимым образом снижал скорость 
скольжения F-актина и регулируемых тонких 
нитей по обеим изоформам миозина. Двукратное 
снижение скорости (полученное как среднее зна-
чение между максимальным и минимальным) 
как F-актина, так и тонких нитей достигалось при 
фактически одинаковых концентрациях фраг-
мента С0-С2. Концентрации фрагмента, в  2  раза 
снижающие скорость F-актина, были 358 ± 7 нМ 
и 354 ± 9 нМ с предсердным и желудочковым мио-
зином соответственно; эти значения для тонких 
нитей составили 328 ± 31 нМ и 430 ± 73 нМ.

Влияние N-терминального C0-C2-фрагмента 
cMyBP-C на кальциевую регуляцию актин-мио-
зинового взаимодействия. Мы сравнили каль-
циевую зависимость скорости скольжения тон-
ких нитей  – рСа-скорость  – по предсердному и 
желудочковому миозину в ИПС. С желудочковым 
миозином фрагмент С0-С2 на 30% снижал макси-
мальную скорость тонких нитей, увеличивал её 
Са2+-чувствительность и уменьшал коэффициент 
Хилла зависимости рСа-скорость, что согласуется 
с ранее полученными данными [26, 33, 34] (рис. 2; 
табл. 2). С предсердным миозином фрагмент С0-С2 
уменьшал максимальную скорость скольжения 
нитей на  50%, существенно увеличивал её Са2+-
чувствительность и не влиял на коэффициент 
Хилла (рис. 2; табл. 2).

В кальциевой регуляции актин-миозинового 
взаимодействия участвуют механизмы коопера-
тивности, одним из которых является мостик-мо-
стиковая кооперативность. Суть её заключается 
в том, что присоединение поперечного мостика 
в одной регуляторной группе, состоящей из семи 
мономеров актина, Tpm и Tn-комплекса, делает  

Рис. 2. Влияние 500  нМ С0-С2-фрагмента cMyBP-C на Са2+-зависимость скорости скольжения тонких нитей 
по предсердному (а) и желудочковому (б) миозину в in vitro подвижной системе. Экспериментальные данные 
(среднее значение ± стандартное отклонение) аппроксимированы уравнением Хилла (1), параметры уравне-
ния приведены в табл. 2
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Таблица 2. Параметры Са2+-зависимости скорости скольжения тонких нитей по предсердному и желудочковому 
миозину в in vitro подвижной системе

Миозин Концентрация фрагмента C0-C2, нМ Vmax, мкм/с h pCa50

Предсердный миозин
0 2,4 ± 0,1 1,4 ± 0,2 5,31 ± 0,01

500 1,2 ± 0,1* 1,7 ± 0,2 6,50 ± 0,02*

Желудочковый миозин
0 1,7 ± 0,1 2,2 ± 0,3 5,93 ± 0,01

500 1,0 ± 0,1* 1,4 ± 0,2* 6,96 ± 0,01*
Примечание. Vmax  – максимальная скорость скольжения тонких нитей при насыщающей концентрации 
кальция; h – коэффициент кооперативности Хилла; рСа50 (кальциевая чувствительность) – значение концен-
трации кальция, при которой скорость нитей достигает полумаксимального значения. Символ  * указывает 
на значимое отличие параметров уравнения Хилла (1) в присутствии фрагмента С0-С2 от таковых без его до-
бавления (р < 0,05).

Рис. 3. Влияние C0-C2-фрагмента cMyBP-C на зависимость скорости скольжения тонких нитей от концентра-
ции предсердного (а) и желудочкового (б) миозина в in vitro подвижной системе. Экспериментальные значе-
ния скоростей (среднее значение ± стандартное отклонение) аппроксимированы уравнением Хилла (1). Кон-
центрации миозина, при которых скорость нитей уменьшалась вдвое  (Смиозин), для желудочкового миозина 
при рСа 4 были равны 97,0 ± 1,5 нМ и 62,4 ± 1,2* нМ без фрагмента С0-С2 и при его добавлении соответственно; 
при рСа 6 эти значения были 95,4 ± 0,6 нМ и 76,7 ± 1,4 * нМ. Для предсердного миозина значения Смиозин при рСа 4 
были равны 111,2 ± 1,2 нМ и 67,6 ± 1,3* нМ; при pCa 5,5 – 121,6 ± 1,3 нМ и 37,5 ± 0,5* нМ. Символом * обозначено 
значимое отличие величины Смиозин в присутствии фрагмента С0-С2 от такового при его отсутствии (р < 0,05)
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Рис. 4. Влияние С0-С2-фрагмента cMyBP-C на зависимость скорости скольжения F-актина (а  и  б) и регули-
руемых тонких нитей при pCa  4 (в  и  г) по предсердному  (а,  в) и желудочковому  (б,  г) миозину от концен-
трации ATP в in  vitro подвижной системе. Экспериментальные данные (среднее значение  ±  стандартное от-
клонение) аппроксимированы уравнением Хилла  (1). Значения  СATP для зависимости скорости скольжения 
F-актина от концентрации ATP в ИПС по желудочковому миозину были равны 55,2 ± 0,1 мкМ и 6,5 ± 0,1* мкМ, 
а по предсердному  – 42,8 ± 0,1 мкМ и  26,6 ± 0,1* мкМ без фрагмента С0-С2 и в его присутствии соответствен-
но. Значения  СATP для зависимости скорости скольжения тонких нитей от концентрации ATP по желу-
дочковому миозину были равны 92,5 ± 2,5 мкМ и  86,4 ± 4,5 мкМ, а по предсердному миозину  – 53,9 ± 0,5  мкМ 
и  56,2 ± 2,5 мкМ. Символом  * обозначено отличие значения СATP в присутствии фрагмента С0-С2 от такового  
при его отсутствии (р < 0,05)

сайты связывания на актине в соседних регуля-
торных группах доступными для миозина. Мы 
исследовали эффект C0-C2-фрагмента cMyBP-C на 
мостик-мостиковую кооперативность кальцие-
вой регуляции актин-миозинового взаимодей-
ствия, определяя концентрацию миозина, при 
которой скорость тонких нитей достигает полу-
максимального значения  (Смиозин). Эксперименты 
были выполнены при насыщающей (рСа 4) и не-
насыщающей (рСа 5,5 – для предсердного миозина 
и рСа 6 – для желудочкового миозина) концентра-
циях кальция. Обнаружено, что фрагмент С0-С2 
существенно усиливал мостик-мостиковую коопе-
ративность, уменьшая Смиозин для обеих изоформ 
миозина (рис. 3).

Влияние ATP и ADP на актин-миозино-
вое взаимодействие. Ранее было показано, что 
cMyBP-C влияет на кинетику прикрепления/от-
крепления поперечного мостика  [37]. Для иссле-

дования влияния С0-С2-фрагмента cMyBP-C на 
кинетику прикрепления/открепления попереч-
ного мостика мы проанализировали зависимость 
скорости скольжения тонких нитей при рСа  4 и 
F-актина по миозину от концентрации ATP и ADP 
в ИПС, так как эти нуклеотиды определяют время 
жизни головки миозина на актине [59, 60].

Мы определили концентрацию ATP, при кото-
рой скорости тонких нитей и F-актина достигали 
полумаксимальных значений  (СATP). При отсут-
ствии фрагмента С0-С2 значение СATP для предсерд-
ного миозина при взаимодействии с F-актином 
было меньше, чем для желудочкового. Добавление 
фрагмента C0-C2 в 8,5 раза уменьшало СATP для же-
лудочкового миозина и в 1,6 раза – для предсерд-
ного миозина (рис. 4, а и б).

Фрагмент C0-C2 не влиял на СATP обеих изоформ 
миозина при взаимодействии с тонкими нитя- 
ми (рис. 4, в и г). При этом предсердному миозину 
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Рис. 5. Влияние С0-С2-фрагмента cMyBP-C на зависимость скорости скольжения F-актина (а и в) и регулируе-
мых тонких нитей при pCa 4 (б и г) по предсердному (а, б) и желудочковому (в, г) миозину от концентрации 
ADP в in vitro подвижной системе. Экспериментальные данные (среднее значение ± стандартное отклонение) 
для F-актина (а, б) и тонких нитей (г) с фрагментом С0-С2 аппроксимированы линейной функцией; экспери-
ментальные данные для F-актина и тонких нитей без фрагмента С0-С2 с обеими изоформами миозина  (а, в)  
и для тонких нитей с желудочковым миозином аппроксимированы логистической функцией  (2). Значения 
СADP без фрагмента С0-С2 для зависимости скорости скольжения F-актина по предсердному миозину от кон-
центрации ADP были равны 3,03 ± 0,35 мМ, для зависимости скорости тонких нитей – 3,46 ± 0,23 мМ. Значения 
СADP без фрагмента С0-С2 для зависимости скорости скольжения F-актина по желудочковому миозину от кон-
центрации ADP были равны 1,84 ± 0,2 мМ; для тонких нитей значение СADP без фрагмента С0-С2 было равно 
2,12 ± 0,15 мМ, а при его присутствии – 1,00 ± 0,25 мМ

требовалось меньше ATP, чтобы достичь полумак-
симального значения скорости, чем желудочково-
му миозину, как с фрагментом С0-С2, так и без него.

ADP ингибирует ATPазную активность миози-
на и увеличивает время жизни актомиозинового 
комплекса, снижая скорость скольжения F-актина 
и тонких нитей в ИПС  [61]. Мы определили кон-
центрацию ADP, при которой скорость умень-
шается в 2 раза (СADP). При отсутствии фрагмента 
С0-С2 добавление ADP дозозависимым образом 
снижало скорость скольжения F-актина и тонких 
нитей по предсердному и желудочковому миози-
ну (рис. 5). В присутствии фрагмента С0-С2 добав-
ление ADP снижало скорость скольжения тонких 

нитей по желудочковому миозину (рис. 5, г), но не 
влияло на скорость скольжения F-актина по обеим 
изоформам миозина (рис.  5, а  и  в) и на скорость 
скольжения тонких нитей по предсердному мио-
зину (рис. 5, б).

Известно, что увеличение концентрации ADP 
в миокарде ведёт к диастолической дисфункции 
желудочков  [62, 63]. Мы исследовали влияние 
ADP на кальциевую регуляцию актин-миозино-
вого взаимодействия при отсутствии и в присут-
ствии фрагмента С0-С2. Добавление 0,5 мМ ADP 
увеличивало кальциевую чувствительность зави-
симости рСа-скорость обеих изоформ миозина и 
вело к неполному ингибированию скольжения 
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Рис. 6. Влияние ADP на кальциевую зависимость скорости скольжения тонких нитей по желудочковому  (а) 
и предсердному (б) миозину в in vitro подвижной системе. Экспериментальные значения скоростей (среднее 
значение ± стандартное отклонение) аппроксимированы уравнением Хилла (1). Параметры уравнения Хилла 
представлены в табл. 3

Таблица 3. Параметры кальциевой зависимости скорости скольжения тонких нитей по миозину в in  vitro 
подвижной системе в присутствии ADP

Миозин
Концентрация  

фрагмента  
С0-С2, нМ

Концентрация 
ADP, мМ Vmax, мкм/с V0, мкм/с h pCa50

Желудочковый 
миозин

0 0 1,7 ± 0,1 0 1,7 ± 0,2 5,91 ± 0,01

0 0,5 1,4 ± 0,1 0,11 ± 0,01* 1,5 ± 0,2 6,10 ± 0,01*

500 0 1,0 ± 0,1 0 1,4 ± 0,2 6,91 ± 0,01

500 0,5 1,0 ± 0,1 0,12 ± 0,01* 1,1 ± 0,2 7,04 ± 0,01

Предсердный  
миозин

0 0 2,3 ± 0,04 0 1,2 ± 0,2 5,29 ± 0,02

0 0,5 2,3 ± 0,1 0,15 ± 0,09 1,3 ± 0,3 5,51 ± 0,03*

500 0 1,2 ± 0,1* 0 1,5 ± 0,2 6,51 ± 0,01

500 0,5 1,2 ± 0,1* 0,17 ± 0,01* 1,1 ± 0,2 6,63 ± 0,01
Примечание. Vmax – максимальная скорость скольжения тонких нитей при насыщающей концентрации каль-
ция; V0 – скорость скольжения филаментов при ненасыщающих концентрациях кальция; h – коэффициент ко-
оперативности Хилла; pCa50 – концентрация кальция, при которой скорость полумаксимальная (кальциевая 
чувствительность). Символ * указывает на значимое отличие параметров уравнения Хилла (1) в присутствии 
фрагмента С0-С2 от таковых в его отсутствии (р < 0,05).

тонких нитей при низких концентрациях каль-
ция (рис. 6; табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты многочисленных исследований 
указывают на важную роль cMyBP-C в контроле 

сократительной функции сердца. Его N-терми-
нальные домены принимают участие в актива-
ции тонкого филамента и регулируют количество 
головок миозина, взаимодействующих с тонкой 
нитью при сокращении миокарда, а также кине-
тику поперечного мостика [24–27], оказывая влия-
ние на связывание ATP и выход ADP из ATPазного 
кармана миозина [40, 42]. При этом большинство  
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исследований направлены на изучение роли 
cMyBP-C в сокращении левого желудочка сердца, 
тогда как работ, посвящённых его влиянию на 
сократительную функцию предсердий, практи-
чески нет. Мы сравнили влияние N-терминаль-
ного С0-С2-фрагмента cMyBP-C на характеристики 
взаимодействия предсердного и желудочкового 
миозина с актином. Используя изолированные 
мышечные белки и in vitro подвижную систе-
му, мы напрямую оценили эффекты cMyBP-C на 
взаимодействие сократительных и регуляторных 
белков миокарда, активацию тонкого филамента 
и аффинность миозина к ATP и ADP.

Влияние С0-С2-фрагмента cMyBP-C на каль-
циевую регуляцию актин-миозинового взаимо-
действия. Ранее на изолированных препаратах 
миокарда, а также в ИПС было показано, что как 
полноразмерный cMyBP-C, так и его N-терминаль-
ные домены, определяют кальциевую чувстви-
тельность актин-миозинового взаимодействия [26, 
27, 31–33]. Так, N-терминальные домены cMyBP-C 
увеличивали кальциевую чувствительность зави-
симости pCa-скорость и снижали максимальную 
скорость скольжения тонких нитей по желудочко-
вому миозину в ИПС [26, 27, 30, 34]. В нашей работе 
максимальная скорость скольжения тонких ни-
тей по предсердному миозину снизилась в боль-
шей степени (~  на  50%), чем по желудочковому 
миозину (~ на 30%).

В кальциевой регуляции участвуют механиз-
мы кооперативности, в связи с тем, что cMyBP-C 
замедляет цикл поперечного мостика, он должен 
оказывать эффект на мостик-мостиковую коопе-
ративность. Мы проверили это предположение и 
обнаружили, что фрагмент С0-С2 усиливает мо-
стик-мостиковую кооперативность обеих изоформ 
миозина в одинаковой степени даже при насыща-
ющей концентрации кальция  (рис.  3). Фрагмент 
С0-С2 может активировать тонкую нить либо не-
посредственно, либо через кинетику образования 
поперечных мостиков. Механизм прямой актива-
ции состоит в смещении тропомиозинового тяжа 
из блокированного или закрытого состояния тон-
кой нити в открытое состояние, что делает сайты 
на поверхности актина доступными для взаимо-
действия с головками миозина [24, 25].

Влияние фрагмента С0-С2 на кинетику попе-
речного мостика. Кинетика присоединения ATP, 
гидролиза и выхода продуктов гидролиза (ADP и Рi) 
определяет время жизни миозина на поверхности 
актина и силогенерацию головки миозина. Мио-
зины, содержащие α- и β-ТЦМ, различаются кине-
тическими характеристиками и временем жизни 
актомиозинового комплекса [47–49, 64, 65]. Соглас-
но работе Homsher et al. [61], зависимость скорости 
движения F-актина и тонких нитей от концентра-
ции ATP и  ADP позволяет косвенно охарактери

зовать аффинность изоформ миозина к этим ну-
клеотидам.

Мы обнаружили, что фрагмент С0-С2 уменьша-
ет СATP, т.е. увеличивает аффинность предсердного 
и желудочкового миозина к  ATP при взаимодей-
ствии с F-актином, но не влияет на неё в случае с 
тонкими нитями (рис. 4). Присутствие фрагмента 
cMyBP-C увеличивало разницу в аффинности обе-
их изоформ миозина к ATP с F-актином и тонкой 
нитью.

При увеличении концентрации ADP скорость 
скольжения F-актина по обеим изоформам миози-
на снижалась дозозависимым образом. Предсерд-
ный миозин при взаимодействии как с F-актином, 
так и с тонкой нитью показал меньшую аффин-
ность к ADP, чем желудочковый. Этот результат 
согласуется с данными, полученными методом 
быстрой кинетики (stopped flow) для S1 человека 
с α- и β-ТЦМ [59, 60]. Авторы обнаружили, что S1 
с β-ТЦМ обладает большей аффинностью к ADP и 
меньшей скоростью высвобождения ADP из ATPаз-
ного кармана, а с α-ТЦМ – меньшей аффинностью 
к ADP и большей скоростью его высвобождения.

Homsher et al. [61] в экспериментах со скелет-
ным миозином в  ИПС показали, что сердечные 
тропомиозин и тропонин снижают аффинность 
миозина к  ATP и  ADP. Согласно нашим данным 
с миозином из сердечной мышцы, сердечные ре-
гуляторные белки не оказывают существенного 
влияния на аффинность к ADP, что, вероятно, объ-
ясняется изоформами миозина.

Мы обнаружили, что N-терминальные домены 
cMyBP-С по-разному влияют на кинетику попе-
речного мостика предсердного и желудочкового 
миозина в зависимости от присутствия или отсут-
ствия регуляторных белков на F-актине. Как  из-
вестно, cMyBP-C увеличивает время жизни акто-
миозинового комплекса и замедляет выход ADP 
из  ATPазного кармана  [40–42], ведя к значитель-
ному снижению скорости скольжения F-актина 
по миозину в ИПС. В наших экспериментах добав-
ление ADP в присутствии фрагмента С0-С2 не влия-
ло на скорость F-актина по обеим изоформам мио-
зина (рис. 5, а и в), а также на скорость скольжения 
тонкой нити по предсердному миозину. Фрагмент 
С0-С2 в большей степени подавлял скольжение 
тонких нитей по предсердному миозину, чем по 
желудочковому, к тому же оказалось, что пред-
сердный миозин менее чувствителен к  ADP, чем 
желудочковый.

В присутствии фрагмента С0-С2 ADP дозозави-
симо снижал скорость скольжения тонких нитей 
по миозину желудочков, а аффинность желудочко-
вого миозина к ADP увеличилась в 2 раза (рис. 5). 
Увеличение аффинности, в свою очередь, ведёт к 
увеличению времени жизни головки миозина на 
актине и, соответственно, к снижению скорости 
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скольжения тонких нитей при насыщающей кон-
центрации кальция. Эти данные согласуются с ре-
зультатами, полученными на изолированных пре-
паратах миокарда левого желудочка с экспрессией 
укороченной формы cMyBP-C, которая приводила к 
отсутствию cMyBP-C на толстой нити, что снижало 
аффинность к ADP и увеличивало скорость его вы-
хода из ATPазного кармана β-ТЦМ миозина [40, 41].

Взаимодействие cMyBP-C с изоформами мио-
зина. Отличия влияния ADP на скорость скольже-
ния тонких нитей в присутствии фрагмента С0-С2 
по предсердному и желудочковому миозину могут 
объясняться различием длительности стадий ци-
кла поперечного мостика α- и β-изоформ миозина. 
Ещё одной причиной этого отличия может быть 
взаимодействие RLC предсердного и желудочково-
го миозина с cMyBP-C. Цикл поперечного мостика 
является общим для всех изученных миозинов, но 
изоформы отличаются скоростью гидролиза ATP и 
константами стадий цикла, в частности, констан-
тами высвобождения ADP  [60]. Кроме того, было 
показано, что C0-домен cMyBP-C способен связы-
вать RLC сердечного миозина  [66], а фрагмент 
C1-C2  – взаимодействовать с  S2 миозина  [11, 16]. 
Предсердный и желудочковый миозин имеют со-
ответственно предсердную и желудочковую изо-
формы RLC и ELC. Эти различия могут влиять на 
взаимодействие изоформ сердечного миозина с 
актином в присутствии фрагмента C1-C2. Ранее на 
медленном скелетном миозине, содержащем β-изо-
форму ТЦМ, используя полноразмерный cMyBP-C, 
мы показали, что изоформы лёгких цепей миозина 
модулируют эффект cMyBP-C на характеристики 
актин-миозинового взаимодействия  [67]. В  част-
ности, cMyBP-C увеличивал максимальную ско-
рость скольжения тонких нитей по медленному 
миозину в ИПС, в отличие от изоформ сердечного 
миозина. Таким образом, мы видим, что взаимо-
действие cMyBP-C с миозином зависит от изоформ-
ного состава миозина.

Влияние фрагмента С0-С2 на активацию тон-
кой нити. Активация тонкой нити – это обеспече-
ние доступа головок миозина к сайтам связывания 
его на F-актине и образование поперечных мости-
ков. В поперечнополосатых мышцах этот процесс 
инициируется связыванием Ca2+ тропонином C,  
а последующая полная активация тонкой нити 
требует присоединения к ней молекул миози-
на  [68]. Медленный миозин дольше находится 
в связанном с актином состоянии и тем самым 
лучше активирует тонкую нить через механизм 
мостик-мостиковой кооперативности, чем быстро 
циклирующий миозин  [50,  69]. Увеличение аф-
финности миозина к ADP, т.е. замедление его вы-
свобождения, увеличивает время жизни головки 
миозина на актине и мостик-мостиковую коопе-
ративность, что способствует активации тонкой 

нити и повышению кальциевой чувствительности 
актин-миозинового взаимодействия.

При сердечных патологиях (ишемия, диабет, 
хроническая сердечная недостаточность) в мио-
карде желудочков растёт концентрация ADP  [62, 
63, 70]. Нарушение сократимости предсердий 
также связано с увеличением концентрации ADP 
[71, 72]. Ранее было показано, что избыток ADP 
увеличивает кальциевую чувствительность за-
висимости pCa-сила изолированных препаратов 
миокарда, вызывая нарушение расслабления мио-
карда. Это ведёт к чрезмерному росту силы при 
ненасыщающих концентрациях кальция и конеч-
но-диастолического давления, и в конечном итоге – 
к развитию сердечной недостаточности [63]. Мы ис-
следовали влияние ADP на кальциевую регуляцию 
актин-миозинового взаимодействия в предсердиях 
и желудочках. Добавление ADP увеличивало каль-
циевую чувствительность скорости скольжения 
тонких нитей по предсердному и желудочковому 
миозину в ИПС независимо от присутствия фраг-
мента С0-С2 (рис. 6; табл. 3), вероятнее всего, через 
механизм мостик-мостиковой кооперативности. 
Рост концентрации ADP в миокарде предсердий 
при хронической сердечной недостаточности 
вследствие нарушения кальциевой регуляции мо-
жет вести к развитию фибрилляции предсердий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для полной активации тонкой нити необ-
ходимо образование поперечных мостиков  [68]. 
Механизмы кооперативной активации тонкой 
нити предсердного и желудочкового миозина раз-
личаются, и это ведёт к различию сократительных 
свойств миокарда предсердий и желудочков. Пред-
сердный и желудочковый миозин различаются аф-
финностью к нуклеотидам и временем жизни ак-
томиозинового комплекса, которое является одним 
из факторов, определяющих активацию тонкой 
нити. cMyBP-С увеличивает аффинность желудоч-
кового миозина к ADP и уменьшает аффинность 
предсердного миозина, таким образом, по-разному 
влияя на активацию тонкой нити этими изофор-
мами миозина.
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N-TERMINAL FRAGMENT OF CARDIAC MYOSIN BINDING 
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Cardiac myosin binding protein  C (cMyBP-C) is one of the essential control components of the myosin 
cross-bridge cycle. The C-terminal part of cMyBP-C lies on the surface of the thick filament, and its 
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N-terminal part interacts with actin, myosin, and tropomyosin, affecting both the kinetics of the ATP 
hydrolysis cycle and the lifetime of the cross bridge, as well as the calcium regulation of actin-myosin 
interaction, thereby modulating the contractile function of the myocardium. The role of cMyBP-C  
in atrial contraction is poorly studied. We examined the effect of the N-terminal C0-m-C2 (C0-C2) 
fragment of cMyBP-C on actin-myosin interaction using ventricular and atrial myosin in an in vitro 
motility assay. The C0-C2 fragment of cMyBP-C significantly reduced the maximum sliding velocity of 
thin filaments on both myosin isoforms and increased the calcium sensitivity of actin-myosin interaction.  
The C0-C2 fragment had different effects on the kinetics of nucleotide, ATP, and ADP exchange, increasing 
the affinity of ventricular myosin for ADP and decreasing the affinity of atrial myosin. The effect of the 
C0-C2 fragment on the activation of the thin filament depended on the myosin isoforms. Atrial myosin 
activates the thin filament less strongly than ventricular myosin, and the C0-C2 fragment makes these 
differences in myosin isoforms more pronounced.

Keywords: cardiac myosin binding protein C, myocardium, atrial and ventricular myosin, cardiac muscle, 
regulatory proteins, actin-myosin interaction, calcium regulation, thin filament activation, in vitro motility 
assay


