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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 

ДРС – динамическое рассеяние света  

ИКС – Инфракрасная спектроскопия с Фурье преобразованием  

КД – Круговой дихроизм 

КК – Конго красный 

м.м. – молекулярная масса 
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6 

 

ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Известно, что пептиды и белки обладают способностью переходить из нативных 

конформационных состояний в амилоидные агрегаты/фибриллы (Chiti & Dobson, 2017). 

На сегодняшний день амилоиды определяются как агрегаты «неправильно» свернутого 

пептида или белка, которые имеют β-кросс структуру, что способствует их повышенной 

устойчивости к протеолитической деградации (Chiti & Dobson, 2017; Crouch et al., 2009). 

Такие белковые агрегаты могут образовываться в различных тканях человека и животных, 

что связывают с развитием целого ряда заболеваний, включая болезнь Альцгеймера, 

Паркинсона и диабет II типа (Chiti & Dobson, 2017). Однако амилоиды привлекают 

внимание не только из-за связи с болезнями, но также благодаря их функциональной роли 

в организме (Нижников и др., 2015). Например, амилоиды, формируемые 

протеолитическими фрагментами белка Pmel17 в меланосомах, защищают клетки от 

токсического действия предшественников меланина (Fowler et al., 2006).  

К настоящему времени не ясны механизмы формирования амилоидных агрегатов в 

организме. Модели амилоидообразования in vitro являются хорошим инструментом для 

решения данной научной проблемы, поскольку формирование белками и пептидами 

амилоидо-подобных структур является универсальным свойством полипептидных цепей 

(Stefani & Dobson, 2003; Dobson, 2004). К настоящему времени выявлен целый ряд белков, 

способных при определенных условиях in vitro образовывать амилоидо-подобные 

агрегаты или фибриллы, которые не обнаруживаются in vivo (Dorta-Estremera et al., 2010; 

Goldschmidt et al., 2010). Одним из таких белков является гладкомышечный титин, 

формирующий аморфные амилоидо-подобные агрегаты in vitro (Bobylev et al., 2016). 

Учитывая ряд особенностей агрегации титина, таких как высокая скорость образования 

агрегатов и их формирование в условиях близких к физиологичнеским значениям ионной 

силы и pH данный белок представляет интерес для изучения механизмов агрегации.  

Титин (тайтин/коннектин) – это гигантский мышечный белок, играющий 

существенную роль в придании мышцам эластичности, способности к растяжению, а 

также участвующий в поддержании сложной организации саркомера поперечно-

полосатых мышц (Ottenheijm & Granzier, 2010). В саркомерах сердечной и скелетных 

мышц молекулы титина протягиваются от М-линии до Z-диска, формируя третий тип 

нитей, получивших название эластичных. Расположение и функции титина в 
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гладкомышечных клетках не известны. Нельзя исключить, что обнаруженное ранее 

свойство гладкомышечного титина формировать in vitro амилоидо-подобные агрегаты 

(Bobylev et al., 2016) является следствием его способности агрегировать в миоцитах для 

выполнения определённых фукций. Данная работа посвящена исследованию структурных 

изменений в титине гладких мышц при формировании им различных типов агрегатов in 

vitro. 

Цели и задачи работы 

Учитывая важное фундаментальное значение исследований свойств амилоидов 

различных белков для понимания механизмов амилоидообразования, цель настоящей 

работы заключалась в изучении структурных изменений в гладкомышечном титине при 

формировании различных типов агрегатов in vitro.  

Исходя из цели, были поставлены следующие задачи:  

1) Методами электронной и атомно-силовой микроскопии изучить морфологию 

агрегатов титина, сформированных в различных in vitro условиях: с ионной силой ниже 

физиологических значений (0.15 M глицин-KOH, pH 7.0-7.4, «глицин-агрегаты») и с 

ионной силой близкой к физиологической (0.2 М KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0-7.4, «KCl-

агрегаты»);  

2) Методом динамического рассеяния света (ДРС) изучить процесс агрегации 

титина;  

3) Вышеуказанными методами изучить способность «глицин-агрегатов» и «KCl-

агрегатов» титина дезагрегировать в растворе с высокой ионной силой (содержащем 0.6 М 

KCl);  

4) Методами кругового дихроизма и инфракрасной спектроскопии с 

преобразованием Фурье исследовать изменения во вторичной структуре титина при 

агрегации;  

5) При помощи дифракции рентгеновских лучей исследовать структурные 

характеристики агрегатов титина;  

6) Для подтверждения амилоидной/неамилоидной природы агрегатов титина 

исследовать их связывание с красителями тиофлавином Т и Конго красным.  

Научная новизна 

Методами электронной, атомно-силовой микроскопии и методом динамического 

рассеяния света впервые показано, что гладкомышечный титин формирует in vitro два 
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типа аморфных агрегатов: «KCl-агрегаты» и «глицин-агрегаты», которые отличались по 

способности дезагрегировать/не дезагрегировать при помещении их в условия с более 

высокой ионной силой (в растворе, содержащем 0.6 М KCl). Методом дифракции 

рентгеновских лучей двух типов агрегатов титина выявлены рефлексы, характерные для 

кросс-β структуры амилоидов. Амилоидная природа «глицин-агрегатов» титина была 

также подтверждена их связыванием с тиофлавином Т. Методами кругового дихроизма и 

Фурье-ИКС показано, что при агрегации титина не происходит изменений во вторичной 

структуре его молекул.  

Методом атомно-силовой микроскопии впервые исследована морфология молекул 

гладкомышечного титина в растворе с высокой ионной силой (0.6 М KCl). Обнаружено, 

что молекула гладкомышечного титина имеет нитевидную форму с толщиной 3-4 нм, 

длиной ~300 нм с глобулярной головкой на одном конце. При этом также были 

визуализированы два типа олигомеров титина: (1) взаимодействующие друг с другом 

головками и имеющими уплотнение в центре с отходящими от него молекулами титина; 

(2) имеющие вид филаментов длиной 2 мкм и более, на протяжении которых наблюдались 

периодически расположенные глобулярные утолщения. Полученные данные 

свидетельствуют о высокой агрегационной способности гладкомышечного титина.  

Научно-практическая значимость работы 

Полученные результаты расширяют фундаментальные представления об 

особенностях процесса амилоидной агрегации белков и, в частности, агрегации 

мультидоменного мышечного белка титина. Проведённые морфологические исследования 

открывают перспективы изучения локализации титина в гладкомышечных клетках, а 

также выяснения роли возможной его агрегации in vivo. Выявлены недостатки 

«традиционных» методов подтверждения амилоидной природы белковых агрегатов, 

основанных на краситель-связывающих свойствах. В частности, показана 

неспецифичность связывания красителя Конго красного с амилоидными агрегатами 

титина. Эти результаты открывают перспективы для поиска новых подходов/методов 

подтверждения амилоидной природы белковых агрегатов in vitro.  

Основные положения, выносимые на защиту 

1) Гладкомышечный титин формирует in vitro два типа аморфных агрегатов с 

четвертичной кросс-β структурой: способных дезагрегировать при помещеннии в раствор 
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с более высокой ионной силой (0.6 М KCl) и неспособных дезагрегировать в 

вышеуказанных условиях;  

2) Гладкомышечный титин быстро агрегирует (в течение 20 мин) в условиях 

сниженной и близкой к физиологической ионной силы;  

3) При агрегации титина не изменяется вторичная структура белка;  

4) Гладкомышечный титин формирует олигомеры при высокой ионной силе (в 

растворе, содержащем 0.6 М KCl).  

Апробация работы 

По материалам диссертационной работы опубликовано 5 статей в рецензируемых 

отечественных и зарубежных изданиях. 

Результаты исследований и основные положения работы были представлены и 

обсуждены на многих российских и международных конференциях, в частности, на: 

Российской конференции с международным участием «Experimental and computational 

biomedicine» (Екатеринбург, 2016); международных симпозиумах “Biological motility” 

(Пущино, 2016, 2019); Всероссийских конференциях «Экспериментальная и теоретическая 

биофизика (Пущино, 2016, 2017, 2018, 2019); форуме «Наука будущего – наука молодых» 

(Нижний Новгород, 2017); Международных Пущинских школах-конференциях молодых 

ученых «Биология – наука XXI века» (Пущино, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020); XXX зимней 

молодежной научной школе «Перспективные направления физико-химической биологии 

и биотехнологии» (Москва, 2018); Отчетной годовой конференции ИТЭБ РАН (Пущино, 

2018); 47-ой Европейской мышечной конференции (Budapest, Hungary, 2018); 

Международной школе-конференции EMBO “Protein quality control: From mechanisms to 

disease” (Costa de la Calma (Mallorca), Spain, 2019); 64-ой Ежегодной междунарожной 

конференции Biophysical Society (San Diego, California, 2020). 

 
Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа состоит из введения, обзора литературы, описания 

материалов и методов исследования, изложения результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов и списка цитируемой литературы. Работа изложена на 89 страницах, 

содержит 23 рисунка и 4 таблицы. Список литературы включает 227 источников.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Амилоиды 

1.1.1. Процесс фолдинга и защита против агрегации белков 

В организме белковые молекулы принимают участие в химических процессах 

непосредственно или через их контроль. Белки различаются по присущему им 

индивидуальному набору аминокислот в полимерной последовательности (Branden & 

Tooze J, 1999). Биологическая роль белка зависит от его пространственной укладки. Так 

после биосинтеза большинство белков должно быть преобразовано в плотно сложенные 

компактные (нативные) структуры для того, чтобы выполнять характерную для них 

функцию (Dobson, 2004). Процесс такого сворачивания аминокислотной цепи называется 

фолдинг белка (Dobson, 2004). 

Белки синтезируются в клетках на специальных органоидах – рибосомах. 

Сворачивание белка может начаться в то время, когда зарождающаяся аминокислотная 

цепь все еще прикреплена к рибосоме (Hardesty & Kramer, 2001), хотя большая часть 

белковых молекул организуется непосредственно в цитоплазме после высвобождения 

аминокислотной цепи из рибосомы.  

Поскольку неполностью свернутые аминокислотные цепи имеют открытые участки, 

которые в нативной форме белка скрыты, они могут быть подвержены неспецифическим 

контактам с другими молекулами внутри клетки. Кроме того, такие контакты могут 

образовываться специально, для того чтобы временно скрыть участки цепи с высокой 

склонностью к агрегации, такие как открытые гидрофобные поверхности (Hore et al., 1997; 

Capaldi et al., 2002). Для предотвращения нежелательного взаимодействия белка с другими 

молекулами до завершения процесса его свертывания с ним взаимодействуют 

специальные белки, шапероны. Шапероны присутствуют во всех типах клеток и 

клеточных компартментах (Gething & Sambrook, 1992; Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Dobson, 

2003; Hristozova, 2016). Несмотря на их сходную общую роль в обеспечении эффективной 

укладки белков, специфические функции шаперонов могут существенно различаться, и 

многие из них работают в тандеме друг с другом (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Было 

обнаружено, что одни из шаперонов взаимодействуют с зарождающимися белковыми 

молекулами, когда они выходят из рибосомы. Другие участвуют в управлении более 

поздними стадиями процесса фолдинга у сложных белков, включающих олигомерные и 
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более сложные формы (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Механизм действия шаперонов может 

заключаться в изоляциии от внешней среды неполностью свернутых полипептидных 

цепей, благодаря наличию специальной полости в своей структуре, как это показано для 

бактериального шаперона GroEL (Ellis, 2003). 

В дополнение к шаперонам существует несколько классов катализаторов, которые 

ускоряют фолдинг белка, происходящий в противном случае чрезвычайно медленно. 

Например, пептидилпролилизомеразы увеличивают скорость цис/транс изомеризации 

пептидных связей с участием пролиновых остатков, а протеиндисульфид изомеразы 

увеличивают скорость образования и реорганизации дисульфидных связей в белках 

(Gething & Sambrook, 1992; Hartl & Hayer-Hartl, 2002). 

Учитывая огромную сложность процесса фолдинга, сложно представить, чтобы в 

этом процессе никогда не возникали ошибки. Известно, что некоторые шапероны имеют 

способность связываться с неправильно свернутыми белками, чтобы дать им второй шанс 

на правильную укладку. Также в некоторых обстоятельствах шапероны способны 

повышать растворимость некоторых агрегатов белков (Parsall et al., 1994).  

Стоит упомянуть и о наличии специльных систем контроля качества белка в клетках, 

который ярко прослеживается на примере экскреторных белков, синтезирующихся в 

клетке для того, чтобы секретироваться во внеклеточную среду. Такие белки 

перемещаются в эндоплазматический ретикулум, где происходит фолдинг белка перед 

секрецией его через аппарат Гольджи (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Помимо того, что 

эндоплазматический ретикулум содержит широкий спектр шаперонов и катализаторов 

фолдинга, способствующих эффективному сворачиванию полипептидной цепи, в нем 

происходит строгий «контроль качества» белков (Hammon & Helenius, 1995). Механизм 

такого контроля включает в себя последовательные процессы гликозилирования и 

дегликозилирования и предотвращает выделение неправильно свернутых белков из 

клетки. Развернутые и неправильно свернутые белки распознаются и направляются на 

деградацию по убиквитин-протеасомному пути (Kaufman et al., 2002). Функционирование 

такого процесса как аутофагия также имеет важное значение для гомеостаза клеток и 

тканей, обеспечивая регуляцию синтеза и деградации белков. Она начинается с 

поглощения части цитоплазмы двойной мембраной с образованием аутофагосомы, 

которая, сливаясь с лизосомами, приводит к деградации захваченного материала (Linton et 

al., 2015). 

Важность процесса контроля качества фолдинга подтверждается тем фактом, что до 

половины всех полипептидных цепей не проходят контроль в эндоплазматическом 

ретикулуме, а для некоторых белков вероятность успеха еще ниже (Schubert et al., 2000). 
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Все эти регуляторные системы были установлены эволюцией для сведения к минимуму 

последствий неправильной укладки белков. Это особенно необходимо во время 

клеточного стресса, в том числе теплового, при котором наблюдается усиление контроля 

качества в эндоплазматическом ретикулуме и со стороны шаперонов, названных в 

последствии белками теплового шока (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Процес «контроля 

качества белка» направлен на предотвращение заболеваний, связанных с неправильным 

сворачиванием белков (Dobson, 2004).  

От состояния свернутости полипептидной цепи в клетке зависят многие процессы. К 

примеру, для такого процесса как встраивание белков в мембраны (мембранные белки), 

может требоваться, чтобы белки находились в развернутом или частично свернутом 

состоянии (Matouschek, 2001). Кроме того, развернутая белковая цепь является 

предшественником деградации белка (Matouschek, 2001). Показано, что такие процессы 

как секреция, иммунный ответ и регуляция клеточного цикла зависят от состояния 

свернутости/развернутости белков (Radford & Dobson, 1999). Следовательно, 

неспособность сложить необходимым образом белковую цепь приводит к неправильной 

работе живых систем и к развитию заболеваний. К настоящему моменту известен целый 

ряд заболеваний человека, связанных с отклонениями в процессе фолдинга белков 

(Dobson, 2001; Dobson, 2004). Причиной развития таких заболеваний может являться 

невозможность выполнения биологических функций белком за счет неправильной 

укладки, например, как в случае муковисцидоза (Scoffone et al., 2019). В других случаях 

неправильно свернутые белки, избежавшие всех защитных механизмов клетки, образуют 

нерастворимые агрегаты во внутриклеточном или во внеклеточном пространстве, в 

частности, в случае таких заболеваний как болезнь Альцгеймера, Паркинсона, диабета II 

типа. (Chiti & Dobson, 2017). Сейчас такие белковые агрегаты отнесены в отдельную 

группу, называемую амилоиды. 

1.1.2. История открытия амилоидов 

В 1814 году Colin и Claubry продемонстрировали голубое окрашивание крахмала в 

реакции с йодом и серной кислотой (Kyle, 2001). Один из основателей «клеточной 

теории» Маттиас Шлейден (1804-1881) применил данную окраску при изучении растений 

и в своих работах постулировал, что в последних происходит образование крахмала. М. 

Шлейден употребил относительно него термин «амилоид», подразумевая «крахмало-

подобный». Сам термин «амилоид» происходит от латинского слова “amylym” (крахмал) 

(Kyle, 2001).  
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Рудольф Вирхов использовал термин «амилоид» в 1854 году, когда описал 

своеобразную реакцию с йодом включений, обнаруживаемых при амилацеи нервной 

системы (corpora amylacea). Интересно то, что в настоящее время эти включения 

признаны неамилоидными (Kyle, 2001). В тоже время Вирхов предложил углеводную 

природу церебральных включений амилацеи и отложений, наблюдаемых при «восковых» 

изменениях в печени. В 1859 году Шмид высказался против этого мнения, сообщая о 

высокой доле азота в органах, инфильтрированных амилоидом (Schmidt, 1859). В том же 

году Фридрих и Кекуле показали, что «восковая» селезенка не содержит материалов, 

которые бы химически соответствовали крахмалу или целлюлозе (Friedreich & Kekule, 

1859). Как впоследствии станет известно, амилоиды имеют белковую природу. 

По некоторым данным амилоидные отложения в органах человека были обнаружены 

задолго до Вирхова. Самое первое описание амилоидоза (заболевания, связанного с 

амилоидными отложениями) относится ещё к 1639 г., когда Nicolaus Fontanus была 

описана сильно увеличенная селезенка человека, содержащая крупные белые включения, 

имеющие, по-видимому, амилоидное происхождение (Fonteyn, 1639). В 1789 г. Antoine 

Portal впервые описал амилоидоз печени (Kyle, 2001). В 1842 году Карл Рокитанский 

сообщил, что печень от пациентов с туберкулезом или сифилисом была сильно увеличена 

из-за инфильтрации серым белковым студенистым веществом. Именно он заявил, что 

отложения амилоидов происходят в случаях туберкулеза, сифилиса и отравления ртутью 

(Kyle, 2001).  

После, в 1856 году, Samuel Wilks, изучая «восковые» висцеральные органы 

пожилого пациента, пришел к выводу, что наблюдаемые им изменения не были связаны с 

сифилисом или туберкулезом (Kyle, 2001). В 1867 году Вебер обнаружил амилоидоз у 

пациента с множественной миеломой. При этом амилоиды были обнаружены в левом 

желудочке гипертрофированного сердца, в почках и селезенке (Kyle, 2001).  

В дальнейшем стало известно, что амилоидоз может быть наследственным или 

приобретенным, первичным или вторичным (Chiti and Dobson, 2017). Если амилоидные 

отложения обнаруживаются только в одной конкретной ткани или органе это локальный 

амилоидоз, если одновременно в нескольких органах человеческого тела – системный 

амилоидоз (Buxbaum & Linke, 2000; Chiti & Dobson, 2017). Амилоидные отложения были 

обнаружены и в мышечной ткани при различных заболеваниях (Табл. 1). 

 
Таблица 1. Амилоидные отложения в мышечной ткани.  

Мышечная Заболевание Амилоидогенный Ссылки 
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ткань/орган белок/пептид 

Амилоидоз легкой цепи Легкая цепь κ или λ 
Fikrlea et al., 

2013 

Семейный амилоидоз Мутантный транстиретин 
Fikrlea et al., 

2013 

Сенильный системный 

амилоидоз 
Транстиретин дикого типа 

Fikrlea et al., 

2013 

Изолированный 

предсердный амилоидоз 

Предсердный 

натрийуретический пептид 

Fikrlea et al., 

2013 

Вторичный амилоидоз Сывороточный амилоид А 
Fikrlea et al., 

2013 

Сердце 

Спинальная и бульбарная 

мышечная атрофия 

Белок – андрогеновый 

рецептор 

Liewluck & 

Milone, 2017 

Амилоидоз, связанный с 

гемодиализом 
β2-микроглобулин 

Uversky & 

Fink, 2004 

Инъекционно-

локализованный 

амилоидоз 

Инсулин 
Uversky & Fink, 

2004 

GNE миопатия Аβ-пептид 
Bosch-Morató et 

al., 2016 

Скелетные 

мышцы 

Изолированная 

амилоидная миопатия 

Аполипопротеин A1/A4/Е, 

сывороточный амилоидный 

компонент P 

Liewluck & 

Milone, 2017 

Первичный или амилоидоз 

ассоциированный с 

миеломой  

Вторичный амилоидоз 

Кровеносные 

сосуды и 

пери- и 

эндомизий Преальбуминовый 

амилоидоз 

Предположительно, легкая 

цепь κ или λ 

Yamada et al., 

1988 

Аорта Амилоидоз аорты 
Медин (245–294 фрагмент 

лактадгерина) 

Uversky & Fink, 

2004 

 
В начале 80-х годов прошлого века Прузинером были открыты прионы (Prusiner, 

1982). Прионы представляют собой уникальный класс инфекционных агентов, 
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инфекционность которых связана исключительно с белком. У млекопитающих они 

приводят к смертельным нейродегенеративным заболеваниям, таким как болезнь 

Крейтцфельдта-Якоба человека, овечий скреппи и губчатая энцефалопатия крупного 

рогатого скота (Houston & Andréoletti, 2018). Все эти заболевания связаны с белком PrP, 

чья конформационно измененная форма (PrPSc) способна переводить нормальный 

кодируемый белок (PrPC) в эту измененную прионную форму (Kushnirov et al., 2007). 

Такая форма белка PrPSc имеет амилоидную кросс-β структуру. Следовательно, прионы 

также относятся к амилоидам. 

Помимо амилоидов, ответственных за развитие заболеваний, включающих прионы, к 

настоящему времени открыты белковые агрегаты с кросс-β структурой, которые 

образуются в организме для выполнения специальных функций. Такие амилоидные 

агрегаты были названы функциональными, и они были обнаружены как у прокариот 

(Romling et al., 1998; Claessen et al., 2003; Otzen & Nielsen, 2008), так и у эукариот (Si et al., 

2003; Chiti & Dobson, 2006; Fowler et al., 2006; Iconomidou et al., 2006; Slotta et al. 2007; 

Ranganathan et al., 2012; Pulze et al., 2016; Vogler et al., 2018; Franchi et al., 2019). Показано, 

что у человека в меланосомах образуются функциональные амилоидные фибриллы из 

протеолитических фрагментов белка Pmel17 (Fowler et al., 2006). Они ускоряют 

полимеризацию предшественника меланина в меланин, защищая при этом клетки от 

токсического действия таких предшественников (Fowler et al., 2006). Было также 

высказано предположение, что амилоиды играют важную роль в формировании 

долговременной памяти у животных. Эта идея основана на исследовании, показывающем, 

что трансляционный регулятор CPEB у Aplysia californica имеет прионо-подобные 

свойства и играет ключевую роль в длительных синаптических изменениях (Si et al., 

2003). Данные последних лет указывают на то, что амилоидные агрегаты могут 

участвовать в иммунном ответе, поскольку они входят в состав внеклеточной 

нейтрофильной ловушки (Pulze et al., 2016).  

Функциональные амилоиды также обнаружены в мышечной ткани. Было показано, 

что при регенерации скелетных мышц у мышей и людей цитоплазматический РНК-

связывающий белок TDP-43 образует амилоидо-подобные олигомеры, названные 

миогранулами (Vogler et al., 2018). 

Стоит отметить, что исследования амилоидных свойств различных белков, активно 

ведутся in vitro. Это стало возможно благодаря тому, что многие белки при определенных 

условиях in vitro способны формировать амилоидные агрегаты (Табл. 2). При этом такие 

агрегаты могут и не наблюдаться в организме человека или животных (Goldschmidt et al., 

2010; Dorta-Estremera et al., 2013). В настоящее время считается общепринятым 



 

 

16 
представление о том, что формирование белками и пептидами амилоидо-подобных 

структур является универсальным свойством полипептидных цепей (Stefani & Dobson, 

2003; Dobson, 2004). При этом совокупности известных амилодогенных белков, 

способных формировать амилоиды как in vitro, так и in vivo, был присвоен специальный 

термин «амилом» (Goldschmidt et al., 2010).  

Из таблицы 2 можно заключить, что известные белки способны формировать 

амилоиды in vitro при помещении их в жесткие условия (кислые или щелочные значения 

рН, высокая температура, большая продолжительность инкубации – несколько суток или 

месяцев, в присутствии этанола, мочевины.  

 
Таблица 2. Условия формирования некоторых амилоидов in vitro. 

Амилоидо-

генный 

белок/пептид 

Тип 

структуры 

Условия агрегации 

in vitro 
Ссылки 

Инкубация в течение двух суток в 

буферном растворе, содержащем 50 мМ 

трис-HCl, pH 7.4. 

Schmidt et 

al., 2009 

Фибриллы образуются при значениях 

рН от 3 до 4. 

Aβ1-40/1-42* Развернутая 

Инкубация в течение 24 часов в ddH2O 

при 37°C. 

Stine et al., 

2003 

Инкубация более 44 часов в буферном 

растворе 10 мМ HEPES, 100 мМ NaCl, 5 

мМ ДТТ, pH 7.4 при 37°C. 

Necula et al., 

2003 

α-Синуклеин* Развернутая Инкубация в течение 1-4 месяцев в 

растворе, содержащем 10 мM 

фосфатного буфера, 2.7 мM KCl, 137 

мM NaCl, pH 7.4 при 37°C. 

Conway et 

al., 2000 

Инкубация ~10 часов в 20% -ной 

уксусной кислоте (pH 2.0) с 0.5 М NaCl 

при 45°C. 

Vestergaard 

et al., 2007 

Инкубация в водном растворе HCl (pH 

2.0) с 0.01% (w/v) NaN3 при 55 °C. 

Wang et al., 

2010 

Инсулин* α-спираль 

Инкубация в течение 12 суток в Amini et al., 
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Глицин–HCl буферном растворе (50 

мM, pH 2) с 0.02% NaN3 при 50°C. 

2013 

Транстире-

тин* 
β-структура 

Фибриллы образуются при значениях 

рН от 3 до 4.5. 

Lai et al., 

1996 

Инкубация в течение 4 суток в растворе, 

содержащем 0.1 М MES, 0.5 мМ MgCl2, 

2 мМ EGTA и 50 мМ NaCl, pH 6.4 в  

присутствии (до 0.5 мкг/мл) гепарина 

при 4°C. 

Pérez et al., 

1996 

Тау-белок* Развернутая 

Инкубация в растворе, содержащем 0.5 

М Трис, 1.25 М ацетата калия, рН 6.9-

7.4 при комнатной температуре. 

Crowther et 

al., 1994 

γD-кристаллин β-структура 

Инкубация в течение двух суток в 50 

мМ ацетатном буферном растворе, pH 3 

при 37°C. 

Apanikolopo

u-lou et al., 

2008 

Лизоцим* α/β 

Инкубация в различных условиях: 

кислые значения рН при повышенной 

температуре; концентрированные 

растворы этанола; умеренные 

концентрации гидрохлорида гуанидина 

при щелочном значении рН при 

комнатной температуре.  

Swaminathan 

et al., 2011 

β-лакто-

глобулин 
β-структура 

Инкубация в течение 10-30 суток в 

растворе, содержащем 3-5 М мочевины, 

рН 7.0 при 37°C. 

Hamada & 

Dobson, 

2002 

Монеллин α/β 

Инкубация 24 часа в растворе, 

содержащем 10 мМ глицина, pH 2.5, 

при 85°C.  

Konno et al., 

1999 

Миоглобин α-спираль 

Инкубация апомиоглобина в растворе, 

содержащем 50 мМ бората натрия, pH 

9.0 при 65°C. 

Fändrich et 

al., 2001 

α-лакталь-

бумин 
α/β 

Инкубация в течение 20-60 мин в 

растворе, содержащем 100 мМ NaCl (pH 

2.0) при температуре 37-55°C. 

Goers et al., 

2002 
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*Амилоиды белков обнаруживаются при заболеваниях, включая амилоидозы. 

1.1.3. Свойства амилоидов 

В многоэтапном процессе формирования белками своей пространственной 

структуры в клетке могут возникать развернутые или неправильно свернутые ненативные 

формы белков, склонные к агрегации (Frydman, 2001; Hartl & Hayer-Hartl, 2002). 

Агрегации белков способствуют различные мутации, посттрансляционные модификации, 

окислительные процессы, изменения окружающей среды (pH, температура, УФ-

излучение) через повреждения трехмерной структуры или образование развернутых форм 

вновь синтезированных полипептидных цепей. Все эти факторы могут действовать в 

совокупности или независимо друг от друга (Uversky, 2014). В результате потери белками 

своего нативного состояния они могут самоассоциироваться и формировать различные 

надмолекулярные структуры, включая олигомеры, аморфные агрегаты и фибриллы 

(Dobson, 2004).  

Процесс агрегации белков обычно включает три этапа. Первый этап  лаг-фаза 

включает трансформацию растворимых нативных белков в склонные к агрегации 

интермедиаты («зародыши»), имеющие частично развернутую конформацию (Kodaka, 

2004). Второй этап характеризуется нуклеацией и представляет собой относительно 

медленную стадию формирования «ядер», структур предшествующих быстрому росту 

агрегатов. Ядра при этом образуются путем присоединения новых молекул белка (Kodaka, 

2004). Последний этап включает дальнейший рост белковых агрегатов, который может 

происходить двумя путями: агрегация «мономер-кластер» (добавление мономера к 

растущему мультимеру) или агрегация «кластер-кластер» (добавление мультимера к 

другому мультимеру) (Рис. 1) (Speed et al., 1997). Агрегация может происходить как 

одним путем, так и одновременно двумя (Tomski & Murphy, 1992; Lomakin et al., 1997; 

Speed et al., 1997; Uversky et al., 1999).  

 

 
Рис. 1. Возможные механизмы агрегации белков (Speed et al., 1997). 
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В ходе процесса агрегации белков могут образовываться амилоиды. Само понятие 

амилоидов основывается на их общей внутренней структуре, присущей образуемым 

агрегатам вне зависимости от пептида/белка-предшественника. Так благодаря 

структурным исследованиям стало известно, что амилоиды – это неветвящиеся белковые 

фибриллы, представляющие собой уложенные в стопку антипараллельные β-структуры 

(Довидченко, 2014). Однако это характерно не для всех белков, формирующих 

амилоидные агрегаты, есть и те, у которых на протяжении фибриллы β-стренды 

расположены параллельно (Toyama & Weissman, 2011; Wickner et al., 2013). Дальнейшие 

исследования этого объекта раскрывают структурную неоднородность амилоидных 

агрегатов, образуемых различными белками, но помогают заключить, что универсальным 

свойством можно назвать специфическую кросс-β структуру (Рис. 2).  

 

 
Рис. 2. Кросс-β структура амилоидов. (А) Электронная микрофотография амилоидных 

агрегатов в виде фибрилл при негативной окраске. (Б) Схематическое изображение 

поперечных β-листов с водородными связями (представлены пунктирными линиями) в 

фибрилле. (В) типичная дифракционная картина с рефлексами ~ 4,7 Å (черная пунктирная 

рамка) и 6–11 Å (белая пунктирная рамка) (Greenwald & Riek, 2010).  

 
Показана различная морфология для амилоидных агрегатов, имеющих вид фибрилл. 

Например, Аβ(1-40)-пептид и инсулин образуют зрелые структуры разного типа (Рис. 3): 

«ветвящиеся», «спиральные» и «ленточные» (Goldsbury et al., 2000). Полиморфизм 

фибрилл был показан и для таких белков, как кальцитонин (Bauer et al., 1995), амилин 

(Goldsbury et al., 1997), инсулин (Jimenez et al., 2002; Селиванова и Галзитская, 2012) и Х-

белок скелетных мышц (Подлубная и Марсагишвили, 2008). 
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Рис. 3. Полиморфизм зрелых фибрилл Аβ(1-40)-пептида. (A) Изменения морфологии 

фибриллы могут происходить путем закручивания предварительно сформированных 

фибрилл. (Б и В) Ветвящиеся фибриллы. (Г) Спиральная фибрилла «1 типа». (Д) 

Спиральные фибриллы «2 типа». (Е) Спиральная фибрилла «3 типа». (Ж) Фибриллы без 

отчетливой спиральной периодичности. Ленточные фибриллы, содержащие две (З, 

стрелка), три (И), четыре (Й) или более (К) составляющих их нитей шириной 5 нм. 

Однонаправленное затенение структуры говорит о том, что фибриллы скручиваются в 

левом направлении (Л, М и Н). Шкала 50 нм (Goldsbury et al., 2000). 

 

Помимо фибрилл, амилоидные структуры могут быть представлены в виде 

аморфных агрегатов, что было показано, к примеру, для эластичного фактора элонгации 

(Rubber elongation factor), бета-2-микроглобулина (Рис. 4) и др. (Karsai et al., 2006; 

Berthelot et al., 2012; Kumar et al., 2014). 
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Рис. 4. Электронная микрофотография аморфных амилоидных агрегатов бета-2-

микроглобулина. Шкала составляет 0.2 мкм (Kumar et al., 2014). 

 

В дополнение к этому, определяют уникальные физические и химические свойства 

амилоидов: специфическое связывание с красителями Конго красным и тиофлавином Т, 

двойное лучепреломление в поляризованном свете, нерастворимость в большинстве 

растворителей и устойчивость к протеазам (Chiti & Dobson, 2017). Хотя эти свойства и 

приписывают всем амилоидам, они не являются высокоспецифичными и без 

подтверждения наличия кросс-β структуры при помощи рентгеновской дифракции об 

амилоидной природе объекта говорить преждевременно.  

Исходя из всего изложенного видно, что с момента открытия амилоидов по 

настоящее время понимание об их структуре и свойствах сильно расширилось. Это стало 

возможно благодаря развитию специальных методов исследования (Табл. 3). С помощью 

этих методов можно обнаружить амилоиды in vitro и in vivo, определить их структуру и 

морфологию в срезах тканей и in vitro, а также исследовать кинетику агрегации 

амилоидогенных белков (Yakupova et al., 2018). Таким образом, современные 

исследователи имеют возможность подбирать методы под свои задачи, чтобы пополнить 

имеющиеся представления об амилоидной агрегации белков. В данной работе также 

применялся ряд методов для исследования морфологии агрегатов титина, их внутренней 

структуры и процесса агрегации. 

 



Таблица 3. Методы исследования амилоидов in vivo и in vitro (Yakupova et al., 2019) 

Основная область 

применения 

Метод 

исследования 
Характеристика и особенности 

О
бн

ар
уж

ен
ие

  

И
зу

че
ни

е 
 

ст
ру

кт
ур

ы
  

И
сс

ле
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ва
ни

е 
 

м
ор

ф
ол

ог
ии

  

И
зу

че
ни

е 
 

пр
оц

ес
са

 
аг

ре
га

ци
и 

Ограничения 

 

Иммуногисто-

химия и 

иммунохимия 

Метод применяется для обнаружения и оценки 

амилоидных отложений в срезах тканей (Galvin, 

пробел 2003). Используются моноклональные 

антитела, направленные на амилоидогенные 

белки-предшественники (Strege et al., 1998; 

Genst et al., 2014). Уже разработаны 

специфичные для конформации антитела, 

которые распознают растворимые олигомеры 

(Kayed & Glabe, 2006; Murakami et al., 2016) или 

фибриллы многих белков (Dumoulin & Dobson, 

2004; Kayed et al., 2007; Sarsoza et al., 2009; 

Genst & Dobson, 2012), независимо от их 

аминокислотной последовательности. 

да нет нет нет 

Коммерчески доступные антитела к 

различным белкам часто неоптимальны 

для идентификации их агрегированной 

формы (Westermark et al, 2018). Новые 

конформационно-специфические 

антитела в настоящее время еще не 

получили широкого применения и 

требуют дополнительного 

тестирования. 
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Окрашивание с 

Конго красным 

Связывание КК с амилоидами in vitro вызывает 

характерное увеличение поглощения красителя, 

приводящее к смещению его спектра 

поглощения от 490 до 512 нм и наличию 

уникального пика ~ 540 нм (Meehan et al., 2004; 

Frid et al., 2007). «Яблочно-зеленое 

двулучепреломление», обусловленное 

оптической анизотропией после связывания с 

красителем, используется для выявления 

амилоидных отложений в срезах тканей и 

определения амилоидной природы белковых 

агрегатов in vitro (Elghetany & Saleem, 1988; 

Linke, 2006; Howie & Owen-Casey, 2010).  

да нет нет нет 

Сегодня этот метод широко 

используется в гистопатологических 

лабораториях, за счет простоты 

применения, но он имеет низкую 

специфичность (Yakupova et al., 2018). 

Окрашивание с 

тиофлавином Т 

 

Считается, что флуоресцентный краситель ТТ 

селективно локализуется в амилоидных 

отложениях, что сопровождается увеличением 

его флуоресценции (Westermark et al., 1999). 

При связывании с амилоидными фибриллами in 

vitro ТТ дает сильный флуоресцентный сигнал 

при длине волны 482 нм и возбуждении при 450 

нм (Naiki et al., 1989). Интенсивность 

да нет нет да 

Окрашивание ТТ является простым в 

применении, но требуется 

флуоресцентная микроскопия 

(Westermark et al., 1999). Структуры 

такие как хрящ, эластичные волокна и 

мукополисахариды, также могут 

окрашиваться этим красителем (Vassar 

et al., 1959; Kelényi et al, 1967; LeVine, 
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флуоресценции линейно зависит от массы 

амилоидных фибрилл (например, от количества 

доступных сайтов связывания), за счет чего 

рассчитывают кинетику агрегации белка (Cohen 

et al., 2013). Снижение интенсивности эмиссии 

ТТ часто интерпретируют как показатель 

ингибирования роста фибрилл (Groenning et al., 

2007). 

1995). Использование этого красителя 

для исследования кинетики процесса 

агрегации требует предварительных 

экспериментов, так как флуоресценция 

ТТ может быть подвержена 

самозатуханию (Lindberg et al., 2017).  

Флуоресценция ТТ обычно не подходит 

для обнаружения олигомеров во время 

роста амилоидных фибрилл (Persichilli 

et al., 2011). Хотя этот краситель 

связывается с олигомерами некоторых 

белков (Lindgren et al., 2005; 

Grudzielanek et al., 2006; Maezawa et al., 

2008). 

Круговой 

дихроизм 

КД — это спектроскопический метод, 

основанный на оптической анизотропии, 

проявляющийся в различии коэффициентов 

поглощения света, поляризованного по правому 

и левому кругу хиральными молекулами в 

растворе. Этот метод используется для 

определения вторичных структур белков и 

нет да нет нет 

Этот метод может использоваться 

только для определения изменений во 

вторичной структуре и чувствителен к 

ароматическим соединениям, 

присутствующим в образце. Он может 

быть использован только в 

исследованиях in vitro. 
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пептидов в нативной форме и в виде 

амилоидных агрегатов (McCubbin et al., 1988; 

Abe & Nakanishi, 2003). 

Инфракрасная 

спектроскопия с 

Фурье-

преобразованием 

ИК-спектроскопия представляет собой 

абсорбционную спектроскопию, которая 

обнаруживает переходы, возникающие в 

результате колебательных мод связей с 

участием гетероатомов (Smith, 1995; Stuart, 

1997). При помощи этого метода можно 

определять наличие и относительное 

содержание β-складчатых структур в пептидах и 

белках, в том числе, когда они формируют 

амилоидные агрегаты/фибриллы (Bouchard et al., 

2000; Calero & Gasset, 2005; Zou et al., 2013). 

Существуют методики получения спектров от 

белков, включая мембраносвязанные белки, в 

любом физическом состоянии, включая 

кристаллы, порошки, тонкие пленки, а также в 

растворе (Calero & Gasset, 2005). 

нет да нет нет 

Необходима очень высокая 

концентрация образцов (Calero & 

Gasset, 2005). Этот метод может быть 

использован только в исследованиях in 

vitro. 

Ядерный 

магнитный 

Молекулярные и супрамолекулярные структуры 

амилоидных фибрилл могут быть исследованы 
нет да да да 

Этот метод дорог, сложен и анализ 

ограничен небольшими белками 
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резонанс различными методами твердотельного ядерного 

магнитного резонанса (Jaroniec et al., 2004; 

Scheidt et al., 2011; Tycko, 2011). 

(Karamanos et al., 2015). Этот метод 

может быть использован только в 

исследованиях in vitro. 

Рентгеновская 

дифракция 

Метод используется для изучения структуры 

амилоидных фибрилл. С помощью этого метода 

можно выявить наличие специфической кросс-β 

структуры: рефлексы от 4 до 5 Å и от 10 до 12 Å 

(Inouye et al., 1993; Sunde et al., 1997; Makin & 

Serpell, 2005; Morris & Serpell, 2012). 

нет да нет нет 

Этот метод можно использовать только 

тогда, когда образец находится в 

кристаллизованной форме. Также его 

сложно использовать для изучения 

промежуточных звеньев на начальных 

этапах агрегации. Этот метод может 

быть использован только в 

исследованиях in vitro. 

Малоугловое 

рентгеновское 

рассеяние 

Этот метод применяется для исследования 

структуры, сворачивания и конформационных 

изменений глобулярных белков, включая 

мультидоменные и мультисубъединичные белки 

(Jacques & Trewhella, 2010). Метод является 

мощным и гибким для определения 

структурных изменений амилоидных фибрилл 

(Oliveira et al., 2009; Chatani et al., 2009; Dahal et 

al., 2017). 

нет да да нет 

Этот метод дорогой и сложный в 

исполнении и может быть использован 

только в исследованиях in vitro. 

Криоэлектронная Техника криоэлектронной микроскопии нет да да нет Процесс пробоподготовки очень 
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микроскопия позволяет с высокой разрешающей 

способностью (менее 5 Å) определять атомные 

структуры амилоидных фибрилл in vitro (Gremer 

at al., 2017; Fitzpatrick et al., 2017; Li et al., 2018). 

Также с помощью этой техники можно 

исследовать амилоиды, экстрагированные из 

тканей (ex vivo) (Jiménez et al., 2001; Fitzpatrick 

et al., 2017). 

сложный. С помощью этого метода 

трудно или невозможно изучать 

аморфные амилоидные агрегаты.  

Трансмиссионная 

электронная 

микроскопия 

Метод применяется для обнаружения 

амилоидных отложений в биопсиях, поскольку 

амилоидные фибриллы имеют уникальные 

морфологические характеристики (Merlini & 

Bellotti, 2003; Leung et al., 2012). Все типы 

амилоидных отложений, наблюдаемые в разных 

тканях, в основном состоят из неразветвленных, 

прямых фибрилл, диаметром от 6 до 13 нм (в 

среднем 7,5-10 нм) и длиной 100-1600 нм (Sipe 

& Cohen, 2000). Могут быть обнаружены и 

другие морфологические характеристики 

(Markowitz, 2004). Для повышения 

диагностической значимости метода может 

да нет да нет 

В некоторых случаях этот метод не 

подходит для диагностики амилоидоза. 

Например, иммунотактоидная 

гломерулопатия и фибриллярный 

гломерулонефрит могут быть 

неправильно диагностированы как 

амилоидоз легких и тяжелых цепей 

иммуноглобулинов (Sethi et al., 2010). 
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быть использована электронная микроскопия с 

применением антител с нанозолотом, метод, 

который объединяет иммуногистохимию с ЭМ 

(Herrera et al., 1986). С помощью этого метода 

можно исследовать как амилоиды, выделенные 

из тканей, так и амилоиды, генерируемые in 

vitro (Sipe & Cohen, 2000). 

Атомно-силовая 

микроскопия 

Этот метод может быть использован для 

исследования размера и морфологии белковых 

агрегатов в растворе (Crespo et al., 2016). Также 

он используется для исследования внутренних 

свойств амилоидных фибрилл, таких как 

механическая прочность и модуль Юнга 

(Adamcik & Mezzenga, 2012). 

нет нет да да 

Чаще всего пробоподготовка требует 

высушивания образца, следовательно, 

амилоиды и амилоидогенез исследуется 

не напрямую и, в результате, могут 

наблюдаться потенциальные артефакты 

от дегидратации (например, кристаллы 

соли, поврежденные фибриллы) (Gosal 

et al., 2006). Методики атомно-силовой 

микроскопии, включая использование 

опорных поверхностей (например, 

липидных бислоев), часто трудны в 

использовании (Gosal et al., 2006). 

Динамическое 

светорассеяние 

ДРС — это метод лазерного рассеяния, 

способный анализировать распределение по 
нет нет нет да 

Измеряемый параметр, 

гидродинамический радиус частицы, 
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(ДРС) размерам для рассеивающих частиц в диапазоне 

размеров от нанометра до микрометра (Berne & 

Pecora, 2000). Метод используется для 

количественного исследования образования 

амилоидных фибрилл различными белками 

(Georgalis et al., 1998; Hill et al., 2009; Streets et 

al., 2013). 

может отличаться от истинного 

радиуса. В результате, определение 

реального размера и формы 

макромолекул затруднено. 

Флуоресцентная 

корреляционная 

спектроскопия 

Метод используется для измерения 

динамических молекулярных параметров, таких 

как время диффузии (из которого можно 

рассчитать размер частиц), конформация и 

концентрация флуоресцентных молекул 

(Tjernberg et al., 1999; Sahoo et al., 2016). Он 

особенно эффективен для характеристики 

распределений по размерам в молекулярных 

ассоциациях (например, образование 

димера/мультимера и фибрилл) как в 

термодинамически уравновешенных системах in 

vitro, так и в более сложных средах in vivo 

(Tjernberg et al., 1999). 

нет нет нет да 

Этот метод требует использования 

флуоресцентных меток для маркировки 

амилоидов в образцах, что делает его 

трудным и редко используемым. 

Размер- Метод используется для разделения нет нет нет да Невозможно изучать белковые агрегаты 
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эксклюзионная 

хроматография 

разнообразных по размеру частиц путем 

пропускания раствора, их содержащего, через 

частично проницаемую гелевую среду. Он 

используется для анализа промежуточных 

соединений (в основном, олигомеров) и 

выявления растворимых агрегатов в тканях 

(Erlich et al., 2010; Esparza et al., 2016). 

с высокой молекулярной массой.  

Аналитическое 

центрифугирова-

ние 

 

Этот метод основан на анализе скорости 

седиментации, который используется для 

определения размера, формы и 

гидродинамического поведения растворимых 

макромолекул, включая амилоидные фибриллы 

(Schuck, 2000; Mok & Howlett, 2006; Pham et al., 

2011; Mok et al., 2015). 

нет нет нет да 
Этот метод применяется только под 

специфические задачи. 



1.2. Титин и его свойства  

1.2.1. Структура и функции титина  

Объект, который исследуется в данной работе, представляет собой мышечный белок 

титин. Титин (тайтин/коннектин) – самый большой из известных на сегодняшний день 

белков. Кодируется он геном TTN, который включает 364 экзона (Chauveau et al., 2014). 

Самым длинным вариантом считается «каноническая» изоформа, которую 

экспериментально еще не обнаружили. Размер ее должен достигать 3960 кДа (35991 

аминокислота) (Hackman et al., 2017). К настоящему времени самая длинная N2A-

изоформа белка была обнаружена в скелетной мышце soleus (3700 кДа), которая 

образуется при экспрессии 312 экзонов из канонических 363 экзонов (Prado et al., 2005). 

Самым коротким вариантом титина в скелетных мышцах является C-концевая усеченная 

новекс-3 изоформа (625 кДа) (Bang et al., 2001; Krüger & Linke, 2011). Подобная 

вариабельность титина, возможна благодаря альтернативному сплайсингу, 

обеспечивающему в теории экспрессию более 1 миллиона вариантов белка (Guo et al., 

2010). Экспрессия того или иного варианта зависит как от типа мышечной ткани, так и от 

адаптации мышц к факторам внешней или внутренней среды (Вихлянцев и Подлубная, 

2012). 

Титин имеет многодоменную структуру и его ген кодирует белок, в состав которого 

входят: протеинкиназный домен, 152 Ig-домена, 132 FnIII-домена, 31 домен PEVK 

(участки богатые аминокислотными остатками: пролином, глутаминовой кислотой, 

лизином и валином), 7 Z-повторов и 33-неидентифицированных домена (по базе UniProt).  

Молекулы титина длиной около 1 мкм и диаметром 3–4 нм (Suzuki et al., 1994; 

Tskhovrebova & Trinick, 1997; Вихлянцев, 2011; Вихлянцев и др., 2011) перекрывают 

половину саркомера от М-зоны до Z-диска, формируя третий тип нитей, получивших 

название эластичных (Рис. 5) (Cola et al., 2005; Вихлянцев и Подлубная, 2012).  
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Рис. 5. (А) Схематическое изображение саркомера (I-область молекулы титина 

прикреплена к Z-диску. В А-зоне молекулы титина прочно связаны с толстыми 

(миозиновыми) нитями). (Б) Электронная микрофотография очищенных молекул титина 

(длина молекулы составляет ~ 1 мкм). (В) ДСН-гель-электрофорез препарата титина (Cola 

et al., 2005). 

 

В саркомерах сердечной и скелетных мышц позвоночных титин является третьим по 

количеству (после актина и миозина) белком (Labeit et al., 1997). Исследования показали, 

что этот гигантский полипептид имеет различное строение в разных зонах саркомера 

(Tskhovrebova & Trinick, 2010). Расположение титина во всех зонах саркомера, 

эластические свойства и взаимодействие со многими белками создают основу для 

полифункциональности этого белка. Показано, что титин:  

1) является каркасом для сборки миозиновых нитей и саркомера (Peckham et al., 

1997; Gregorio et al., 1998; Ayoob et al., 2000; Van der Ven et al., 2000);  

2) участвует в поддержании высокоупорядоченной саркомерной структуры и, 

вследствие этого, сократительной функции мышцы (Horowits et al., 1986; Higuchi, 1992);  
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3) участвует в запуске и регуляции актин-миозинового взаимодействия как через 

связывание с белками тонких нитей (Kulke et al., 2001; Podlubnaya et al., 2003; Lee et al., 

2010), так и посредством изменения АТФ-азной активности миозина (Kimura et al., 1984; 

Вихлянцев и Подлубная, 2003; Вихлянцев и др., 2011);  

4) предполагается, что в комплексе с сигнальными белками, объединенными 

титином в единую сеть, он играет роль сенсора растяжения и напряжения, участвуя в 

процессах внутриклеточной сигнализации, в частности, в регуляции экспрессии генов 

мышечных белков и белкового обмена в саркомере (Lange et al., 2005; Tskhovrebova & 

Trinick, 2005; Granzier & Labeit, 2006; Linke, 2008; Puchner et al., 2008; Linke & Krüger, 

2010; LeWinter & Granzier, 2010; Ottenheijm & Granzier, 2010; Buyandelger et al., 2011; 

Gautel, 2011; Stahl et al., 2011).  

В 2002 году Kim и Keller отметили, что в висцеральных гладких мышцах и сосудах 

птиц также содержатся мегадальтоновые белки, которые по своей структуре и 

способности взаимодействовать с миозином похожи на титин поперечнополосатой 

мышечной ткани. Однако сложность в изучении гладкомышечного титина заключается в 

том, что не известно точное расположение сократительных единиц в гладкомышечных 

клетках и расположение титина в них. Сами клетки гладких мышц структурно не похожи 

на многоядерный синцитий скелетных и сердечной мышц. Гладкомышечные клетки 

имеют удлиненную веретенообразную форму длиной 2-50 мкм. В центре клеток 

располагается единственное ядро. Эти клетки могут располагаться как по отдельности (в 

собственной пластинке кишечных ворсинок), так и располагаться слоями в стенках 

широкого круга трубчатых систем организма: пищеварительной, мочеполовой, 

дыхательной и сердечно-сосудистой (Ross & Pawlina, 2006). 

При электронной микроскопии в гладкомышечных клетках не прослеживается 

поперечной исчерченности как в скелетных и сердечной мышцах (рис. 6). Толстые нити 

миозина разбросаны по всей саркоплазме клеток, а тонкие (актиновые) нити 

прикрепленны к цитоплазматическим плотным телам, являющимся аналогами Z-дисков 

(Zhang & Gunst, 2008). 
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Рис. 6. Электронно-микроскопические фотографии срезов поперечнополосатой мышечной 

ткани (А) и гладкомышечной (Б). Стрелочками указаны щелевидные контакты между 

соседними гладкомышечными клетками (дополнено и модифицированно (Ross & Pawlina, 

2006). 

 

На данный момент исследователями предполагается, что актиновые нити 

охватывают всё расстояние от одного плотного тела к другому, и сократительные 

единицы располагаются параллельно телу клетки (рис. 7) (Ali et al. 2005). 

Гладкомышечные клетки используют сократительный аппарат, основанный на 

взаимодействии актина с миозином II, для поддержания различных физиологических 

функций, включая регулирование артериального давления и кишечной перистальтики. 

Организация сократительного аппарата гладких мышц аналогична таковому с 

поперечнополосатыми и сердечными мышцами, но остается самой неизученной. В 

частности, функциональные характеристики молекулы титина гладких мышц не известны, 

как и расположение его молекул относительно плотных тел и сократительных единиц в 

гладкомышечных клетках. Считается, что функциональная роль этого белка состоит в 

поддержании пассивного напряжения и выполнении других функций, приписываемых 

титину поперечно-полосатых мышц. 
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Рис. 7. Схематическое изображение организации цитоскелета гладкомышечной клетки. 

Актиновые филаменты прикреплены к разбросанным в клетках плотным телам. 

Миозиновые филаменты располагаются между двумя актиновыми нитями и соединяют 

соседние сократительные единицы (дополнено и модифицировано (Ali et al. 2005)). 

 

Предполагается, что молекулы титина могут играть центральную роль в организации 

миозиновых нитей в сократительном аппарате и других структур гладкомышечных клеток 

(Kim & Keller, 2002).  

В гладкой мускулатуре курицы были выявлены 700 кДа и 2000 кДа изоформы 

титина, известные сначала как титин-подобные белки зэгматин (zeugmatin) (Maher et al., 

1985) и смитин (smitin) (Kim & Keller, 2002) соответственно. Дальнейшие исследования, 

подтверждающие, что эти белки кодируются геном TTN, не оставили сомнений в том, что 

были обнаружены новые изоварианты титина (Labeit et al., 2006). Таким образом, в 

результате альтернативного сплайсинга в гладких мышцах животных (аорты, мочевого 

пузыря, желудка и др.) экспрессируется только 80-100 экзонов гена. Эти экзоны кодируют 

части титина Z-диска, I- и А-зоны, что позволяет укороченной гладкомышечной изоформе 

связывать плотные тела (аналоги Z-дисков поперечно-полосатых мышц) с толстыми 

нитями (Labeit et al., 2006). В ходе данной диссертационной работы исследовались 

агрегационные свойства гладкомышечной изоформы титина с молекулярной массой 500 

кДа из желудков курицы. Однако стоит отметить, что интерес к агрегационным свойствам 

титина возник не впервые.  

1.2.2. Агрегационные свойства титина  

Ещё в 1993 году Koretz et al. провели первые исследования агрегации 

скелетномышечного титина in vitro. Было показано, что в растворах с низкой ионной 

силой (0.1 М KCl) вблизи нейтрального значения рН (6.5) титин собирается в агрегаты 

более высокого порядка. С начала 2000-х годов сотрудниками нашей лаборатории 
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проводились исследования агрегационных свойст титина поперечно-полосатых мышц 

млекопитающих. Было показано, что в уловиях с ионной силой ~0.1 титин сердечной и 

скелетных мышц образует плотные пучки линейных фибрилл, а также аморфные агрегаты 

(Вихлянцев, 2005, кандидатская диссертация).  

В 2003 году при помощи атомно-силовой микроскопии было обнаружено, что при 

понижении ионной силы выделенные молекулы титина из поперечно-полосатых мышц 

способны самоорганизовываться в олигомеры в течение всего 10 минут. При этом перед 

использованием образцы белка находились в буферном растворе, содержащем 30 мМ K-

фосфата, 0.6 М KCl, 0.1 мМ EGTA, 0.3 мМ DTT, 0.1% NaN3, 40 μг/мл леупептина, 20 μМ 

E-64 и 0.05% Tween-20, pH 7.0, после чего разводились в растворе, содержащем 25 мМ 

имидазола–HCl, 0.2 M KCl, 4 мМ MgCl2, 1 мМ EGTA, 0.01% NaN3, 1 мМ DTT, 20 μг/мл 

леупептина, 10 μМ E-64, pH 7.4 и размещались на поверхность слюды для связывания на 

10 минут (Kellermayer et al., 2003). В таких условиях можно было наблюдать как 

отдельные молекулы титина, так и образованные им олигомеры (Рис. 8А). Такие 

олигомеры можно было разделить от низкого (бимолекулярного) до более высокого 

порядка, но в каждом случае у молекулы титина наблюдалась глобулярная головка, через 

которую она связывалась с другими, фомируя скопления нитей (Рис. 8Б). Такая головка 

являлась единственным местом соединения соседних молекул титина, так как остальные 

контуры молекул не связывались между собой и были независимы в пространстве 

(Kellermayer et al., 2003). 
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Рис. 8. Атомно-силовая микроскопия олигомеров титина поперечно-полосатых мышц 

(Kellermayer et al., 2003). (А) Поле зрения небольшого участка покрытой титином 

поверхности слюды (шкала 0.5 мкм). (Б) Олигомеры титина в диапазоне от 

бимолекулярных (а,б) до комплексов более высокого порядка (в,г,д,е,ж). На изображениях 

Б (г,ж) два олигомера лежат близко друг к другу (шкала 0.1 мкм). (В) Распределение 

количества молекул титина в олигомерах. 

 

Подсчет распространения олигомеров с различным количеством молекул (Рис. 8В) 

позволил заключить, что некоторые олигомерные структуры являются более 

распространенными, чем другие (Kellermayer et al., 2003). Свойство молекул титина 

сцепливаться головками, по-видимому, является следствием роли этой части титина в 

фомировании структуры М-линии саркомера (Kellermayer et al., 2003).  

Исследование структруры титина проводились на отдельных доменах или на 

последовательностях из нескольких доменов этого белка. В 1999 году при помощи 

атомно-силовой микроскопии были проведены исследования на восьми последовательно 

связанных доменах титина из I-зоны саркомера (I27) in vitro (Borgia et al, 1999). Такую 

последовательность доменов подвергали механическому растяжению для того, чтобы 

развернуть вторичную структуру. При этом было показано, что после релаксации 
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(прекращения воздействия) система доменов возвращалась в своё первоначальное 

состояние. Однако после повторяющихся циклов механического растяжения/релаксации в 

таком доменном конструкте могли образовываться структуры, в которых аминокислотные 

цепи одного из доменов перекрывались с аминокислотными цепями другого (Oberhauser et 

al, 1999). В данном случае также можно говорить об агрегации доменов титина между 

собой.  

В 2005 г. Wright et al. при изучении агрегации между различными доменами титина 

сделали вывод о том, что способность к агрегации возрастает, когда идентичность 

аминокислотных последовательностей доменов превышает 40%. При помощи 

молекулярного моделирования, проведенного в 2015 году, было показано, что при 

повторном сворачивании тандемов из нескольких доменов титина (иммуноглобулин-

подобных доменов I27–I27 и I27–I28), независимо от идентичности последовательностей, 

более половины всех молекул временно образуют широкий диапазон неправильно 

свёрнутых конформаций (Borgia et al., 2015). Моделирование также показало, что большая 

часть таких сформированных структур напоминает внутримолекулярное амилоидо-

подобное состояние, названное «внутримолекулярные амилоиды» (Borgia et al., 2015). В 

этой связи следует отметить, что в работах нашей лаборатории ранее амилоидные 

свойства были обнаружены у агрегатов таких белков семейства титина, как титин, X- C- и 

Н-белки (миозин-связывающиеся белки), сформированных при понижении ионной силы 

(Marsagishvili & Podlubnaya, 2005; Марсагишвили и др. 2005; Подлубная и Марсагишвили, 

2008; Бобылёв и др., 2013). Амилоидная природа агрегатов вышеуказанных белков была 

подтверждена люминесцентной и поляризационной микроскопией, а также 

спектральными методами с использованием красителей Конго красного и тиофлавинаТ. В 

2016 году при помощи рентгеновской дифракции и ряда других методов нами была 

подтверждена амилоидная природа аморфных агрегатов титина гладких мышц (Bobylev et 

al., 2016). Эти результаты послужили импульсом для проведения дальнейших 

исследований агрегационных и амилоидных свойств титина гладких мышц. 

Завершая обзор литературы, необходимо отметить следующее. Кроме своих 

нативных конформаций белки способны формировать аморфные агрегаты/фибриллы с 

внутренней кросс-β структурой. Такая форма белка может быть ассоциирована с каким-

либо заболеванием, либо может играть функциональную роль в организме. Благодаря 

развитию методов исследования агрегации белков как in vivo, так и in vitro, понимание 

процессов амилоидной агрегации значительно выросло в настоящее время. Этому 

способствуют и исследования на in vitro моделях, что стало возможно благодаря тому, что 
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многие белки образуют амилоиды in vitro, даже если их агрегированные формы не 

обнаруживаются в тканях человека или животных. К одному из таких белков относится 

гигантский мышечный белок титин. Исследованию структурных изменений в титине 

гладких мышц при формировании им различных типов агрегатов in vitro и посвящена 

данная работа.  



 

 

40 

 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

2.1. Выделение титина из желудков курицы 

Титин из гладких мышц желудков курицы выделяли по методу (Trinick et al., 1984) с 

модификациями. Мышцы желудков гомогенизировали в 3-х – 5-ти кратном (по 

отношению к массе мышц) объеме раствора, содержащего 50 мM KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM 

ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 10 мM имидазола, pH 7.0. Для уменьшения деградации белка в 

процессе выделения в раствор добавляли набор ингибиторов протеаз: 0.2 мM 

фенилметилсульфонилфторида, 0.5 мM ДTT, 0.05 мM леупептина. Полученный 

мышечный гомогенат центрифугировали в течение 10 минут при 5000g. Супернатант 

удаляли, а процедуру промывки повторяли 3-5 раз. К промытому осадку добавляли 3-х 

кратный объем экстрагирующего раствора, содержащего 0.6 M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM 

ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM фенилметилсульфонилфторида, 10 мM 

имидазола, pH 7.0. Раствор также содержал 0.05 мM леупептина. Экстракция проводилась 

на холоде при 4˚С в течение 60 минут при непрерывном перемешивании. Экстракт 

осветляли в течение 60 минут при 15000 g и супернатант разбавляли в 2.5 раза 

охлажденной бидистиллированной водой для преципитации актомиозина (конечная 

ионная сила ~0,2). Через 1 час супернатант осветляли в течение 90 минут при 20000g. Для 

осаждения титина супернатант разбавляли в 4 раза (конечная ионная сила ~0.05) 

охлажденной бидистиллированной водой. Через 60 минут осадок, содержащий 

преимущественно титин, собирали центрифугированием в течение 60 минут при 15000g. 

Осадок растворяли в минимальном объеме колоночного («К») буферного раствора, 

содержащего 0.6 M KCl, 30 мM KH2PO4, 0.5 мM ДTT, 0.1 M NaN3, pH 7.0 и осветляли в 

течение 10 минут при 20000g. Титин очищали методом гель-фильтрации на колонке с 

носителем Sepharose–CL2B, уравновешенным в этом же буфере. 

2.2. Определение концентрации белковых препаратов 

Концентрацию белков определяли спектрофотометрически с помощью 

спектрофотометра SPECOD UV VIS, используя для титина значение коэффициента 

экстинции (Е280
1 мг/мл) 1.37 (Trinick et al., 1984). 
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2.3. ДСН гель-электрофорез титина и расчет м.м. белковых фракций 

Чистоту выделенного титина проверяли с помощью ДСН-гель-электрофореза по 

методу (Laemmli, 1970) с модификациями. В частности, в наших экспериментах был 

использован гель с 6.5% содержанием полиакриламида, а также 0.75 М трис-HCl буфер, 

pH 8.8, 0.1% ДСН, 10% глицерина, 0.05% тетраметилэтилендиамина и 0.05% персульфата 

аммония. При этом гель готовился однородным, без разделения на концентрирующий и 

разделяющий гели. Эти модификации способствовали лучшему прохождению белковых 

полос титина в геле. Электродный буфер при проведении электрофореза содержал 0.192 

М глицина, 0.025 М трис и 0.1% ДСН, рН 8.3. Электрофорез проводили при токе 7 мА 

первые 30–60 минут, после этого постепенно поднимали напряжение до 15 мА. По 

окончании электрофореза гели фиксировали в растворе, содержащем 10% этанола и 10% 

уксусной кислоты, в течение 20–30 минут. Затем гели окрашивали в течение 30–40 минут 

в растворе, содержащем 0.1% кумасси G-250 и R-250 (смешанных в пропорции 1:1), 45% 

этанола и 10% уксусной кислоты. Отмывка окрашенных гелей проводилась в 7% уксусной 

кислоте при постоянном перемешивании на качалке в течение 40–50 мин. Отмытые гели 

сканировали, а затем проводили анализ видимых полос с помощью компьютерной 

программы Total Lab v1.11.  

2.4. Лиофилизация белка 

В образцы белка, растворенного в буферном растворе К, добавлялся 1% тригалозы, 

после чего они замораживались при температуре -70˚С. Далее образцы подвергались 

лиофилизации в приборе FreeZone 1L (Labconco, USA) при температуре -56 ˚С и давлении 

0.013 мБ. Контроль деградации белка после лиофилизации осуществлялся при помощи 

электрофореза, описанного в пункте 2.3. 

2.5. Вестерн-блот анализ 

Проводили электрофорез в 6.5% ПААГ образцов с гомогенатом мышц суслика, 

кролика, курицы и образцов с выделенным титином из желудков курицы. Раствор для 

проб, в котором находился белок перед нанесением на гель, имел конечную 

концентрацию следующих веществ: 0.125 М Трис HCl, 10% глицерин, 4% ДСН, 4 М 

мочевины, 10% β-меркаптоэтанол, 0.001% бромфеноловый синий, pH 6.8. Перенос белков 

на PVDF мембрану проводили по методу (Towbin et al., 1979). Затем мембраны 

блокировали в PBS с 5% сухого молока, 0.05% Tween 20, pH 7.4 в течение 1 часа. 

Гибридизацию с первичными антителами проводили при комнатной температуре в 

течение 2 часов. В работе использовались следующие первичные антитела: 



 

 

42 

моноклональные 9D10-с (1:1000, DSHB, США). Эти антитела специфичны к участкам 

молекулы титина, расположенным в I-зоне саркомера поперечно-полосатых мышц, а 

также к титину гладких мышц. Мембраны промывали 3 раза PBS и проводили 

гибридизацию в течение 1 часа со вторичными антителами, конъюгированными с 

щелочной фосфатазой (1:3000, Abcam, ab6790). Раствор NBT/BCIP (Roche, Германия) был 

использован для визуализации белковых полос на PVDF мембранах. 

2.6. Условия формирования титином агрегатов 

В экспериментах использовали очищенные на колонке препараты белка, в том числе 

образцы после лиофилизации (концентрация 0.2-0.4 мг/мл), растворенные в буферном 

растворе «К». Одни агрегаты титина («KCl-агрегаты») были сформированы путем диализа 

против буферного раствора, содержащего 0.2 M KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0-7.4 в 

целлюлозной мембране (Sigma-Aldrich) (size 25×16 mm) 3 и 24 часа (изоформа с м.м. 500 

кДа) при 4°C. Вторые агрегаты титина («глицин-агрегаты») были сформированы также 

при помощи диализа в целлюлозной мембране (Sigma-Aldrich) (size 25×16 mm) против 

буферного раствора содержащего 0.15 M глицина-KOH, pH 7.0-7.4 3 и 24 часа. 

Способность к дезагрегации белка детектировалась после диализа обоих типов агрегатов 

титина против буферного раствора «К». 

2.7. Динамическое светорассеяние 

Образцы агрегатов титина исследовали через: 20, 40, 60, 120, 180 мин диализа 

против соответствующих буферных растворов. Последний образец оставляли в приборе 

для непрерывных измерений в течение 21 часа. В этом эксперименте образец титина, 

растворенный в буферном растворе «К» принимали за начальную точку агрегации (0 мин). 

Поскольку вязкость препаратов белка варьировалась из-за разного буферного состава, а 

расчеты размеров на основе ДРС зависят от вязкости. Вязкости растворов измеряли для 

более точного определения гидродинамического радиуса частиц. Для этого мы 

определили произведение динамической вязкости на плотность раствора титина, 

содержащегося в буферном растворе «К», который составил 1.39 сП*г/см3. После 

измерения плотности раствора (1.025 г/см3) мы рассчитали значение динамической 

вязкости (1.36 сП). Эта величина была принята во внимание при измерениях размеров 

частиц в образцах титина. Произведение динамической вязкости по плотности раствора (1 

г/см3), содержащего титин в буферном растворе, содержащем 0.15 М глицина-KOH (рН 

7.0–7.4), составляло 0.92 сП*г/см3. Соответственно значение динамической вязкости 

составляло 0.92 сП. Эта величина была принята во внимание при измерении размеров 
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частиц в образцах титина, собранных через 180 минут после диализа. ДРС выполняли в 

приборе Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Великобритания) с He-Ne лазером 4 

мВт (632.8 нм) и контролем температуры кюветы образца (10°C). После термического 

уравновешивания (обычно 5 мин) автокорреляционные функции собирали каждые 15 

прогонов, используя время сбора прогонов 15 сек. Автокорреляционные функции были 

преобразованы в распределения частиц по размерам с использованием алгоритма «общего 

назначения», предоставляемого Zetasizer. Распределения частиц по размерам, полученные 

из альтернативных алгоритмов инверсии, дали сопоставимые результаты. Динамическую 

вязкость растворов определяли с использованием синусоидального виброметра Vibro SV-

10 (A&D Company Ltd, Япония). Плотность определяли путем взвешивания 1 мл раствора. 

В экспериментах по дезагрегации агрегаты титина диализовали в течение 3 часов против 

раствора К. 

2.8. Электронная микроскопия 

Для приготовления электронно-микроскопических образцов использовали 

препараты с концентрациями 0.2-0.4 мг/мл белка. Каплю раствора или суспензии 

наносили на медные сетки, покрытые коллодиевой пленкой (2% коллодий в амилацетате 

фирмы SPI-CHEM, США), укрепленной углеродом на 30-60 сек. После удаления избытка 

суспензии полоской фильтровальной бумаги образцы окрашивали 2% водным раствором 

уранилацетата. Электронно-микроскопические исследования проводили на микроскопе 

JEM100В. 

2.9. Атомно-силовая микроскопия 

Образцы с агрегатами белка выдерживали на слюде в течение 5 мин, затем дважды 

промывали в течение 30 сек водой, сушили и анализировали структуру полученных 

комплексов с помощью AFM Integra-Vita (NT-MDT, Россия) с использованием 

кантилеверов NSG03 с радиусом кривизны наконечника 10 нм. Резонансная частота 47–

150 кГц. Измерения проводились в полуконтактном (постукивающем) режиме. 

Полученные изображения были проанализированы с помощью Soft Nova (NT-MDT, 

Россия). 

Для исследования отдельных молекул белка и его олигомеров 20 мкл образца 

титина, разведенного в буфере «К», наносили на поверхность свежесколотой слюды и 

инкубировали в течение 1 мин. Затем, чтобы убрать несвязанные молекулы и соли, 

поверхность промывали дистиллированной водой и сушили газообразным азотом. 

Поверхностно-адсорбированные молекулы анализировали с помощью Nanoscope III 
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(Digital Instruments) с использованием кремниевых кантилеверов в режиме постукивания. 

Скорость сканирования составляла 1.5 Гц. Полученные изображения были 

импортированы и проанализированы с помощью программного обеспечения Image 1.61 

(Wayne Rasband, NIH). Для пространственной калибровки использовалась внутренняя 

калибровка АСМ. Автокорреляцию данных осевой высоты выполняли с использованием 

программного обеспечения IgorPro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR). 

2.10. Круговой дихроизм 

Спектры кругового дихроизма титина до и после образования им агрегатов, 

регистрировали на спектрополяриметре Jasco J-815 CD Spectrometer (JASCO, Япония), 

используя кварцевые кюветы с длиной оптического пути 0.1 см. Спектры кругового 

дихроизма измерялись в диапазоне длин волн 250–190 нм. Вторичную структуру белка 

рассчитывали с помощью модуля CONTINLL программы CDPro (Sreerama & Woody, 

2000). 

2.11. Инфракрасная спектроскопия с Фурье предобразованием 

Измерения проводились на ИК-Фурье спектрометре Nicolet 6700 производства 

компании Thermo Scientific, оснащенный приставкой Smart Proteus с Пельтье-

контролируемым кюветодержателем в режиме пропускания в кювете из кристаллического 

фторида кальция с оптическим путем 4 мкм, используя MCT детектор (охлаждение 

жидким азотом). Сканирование в диапазоне волновых чисел от 650 см-1 до 4 000 см-1 с 

разрешением 1 см-1, усреднение по 256 спектрам. Прибор откалиброван в соответствии с 

инструкциями компании-производителя прибора. 

ИК спектры растворов препаратов титина в соответствующем буфере и спектры 

самого буфера измеряли при 20°C. Концентрация белка 36-42 мг/мл. Белок был 

сконцентрирован путем разведения лиофилизированного образца в наименьшем 

колличестве буферного раствора. После агрегации, образцы также были 

центрифугированы и использовался осадок, разведенный в 30-50 мкл. Оптический путь 

кюветы из CaF2 рассчитывали для каждого измерения, исходя из величины оптической 

плотности исследуемого образца на 3 404 см-1, используя величину поглощения воды при 

оптическом пути 1 мкм, равную 0.533 AU, с поправкой на концентрацию белка в пробе 

(Venyaminov & Prendergast, 1997). Оптический путь кюветы составлял (4.52±0.04) мкм. 

ИК спектр препарата белка измеряли два раза и два раза прописывали спектр буфера. Из 

каждого спектра белка вычитали ИК спектр буфера SP1, учитывая различие величин 

оптического пути в измерениях. Каждый разностный спектр поправляли на спектральный 
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вклад паров воды и CO2 с последующим анализом в диапазоне волновых чисел 1725 – 

1481 см-1 на предмет содержания элементов вторичной структуры в белке, следуя 

принципам, описанным в работе (Yang et al., 2015). Полученные оценки содержания 

элементов вторичной структуры в белке усредняли. Приведены стандартные отклонения 

величин содержания элементов вторичной структуры в белке. 

2.12. Рентгеновская дифракция 

Агрегаты титина для рентгеноструктурного анализа готовили после 24-часовой 

инкубации при 4°C в соответствующих растворах. «KCl-агрегаты» титина первого типа, а 

также «KCl»- и «глицин-агрегаты» после диализа в растворе «К» подвергали диализу в 

течение 24 часов при 4°С против раствора, содержащего 0.15 М глицина-КОН, рН 7.2–7.4. 

Для достижения концентрации образцов более 10 мг/мл использовалось 

центрифугирование при 12000 об/мин в течение 60 мин. Капли полученных препаратов 

белка помещали между концами покрытых воском стеклянных капилляров (диаметром 

около 1 мм), разделенных примерно на 1.5 мм для дальнейшего высушивания на воздухе. 

Дифракционные изображения были получены, используя Microstar X-ray генератор с 

оптикой HELIOX, который оснащен Platinun135 CCD detector (X8 Proteum system, Bruker 

AXS). Использовалось Cu Kα-излучение с λ = 1.54 Å (1 Å = 0.1 нм). Образцы располагали 

под прямым углом к рентгеновскому лучу с использованием четырехосного каппа-

гониометра. 

2.13. Флуоресцентный анализ с красителем тиофлавином Т 

Амилоидная природа агрегатов титина оценивалась по интенсивности 

флуоресценции ТТ (1 ТТ: 5 титина (w/w)). Флуоресценцию измеряли при λex=440 нм и 

λem=488 нм с использованием Спектрофотометра Cary Eclipse (Varian, США). Спектр 

препарата белка измеряли пять раз и пять раз прописывали спектр буфера. В результатах 

представленны средние значения всех пяти измерений для всех образцов. 

2.14. Спектральный анализ с красителем Конго красным 

Суспензию агрегатов титина (100 мкл, 0.4 мг/мл) добавляли к 1800 мкл раствора, 

содержащего 0.2 М KCl, 10 мМ имидазола, рН 7.0– 7.4 или 0.15 М глицина-KOH, рН 7.2–

7.4 с КК (0.02 мг/мл). Конечное соотношение белок/КК в образце составляло 1:1 (w/w). 

Такое же соотношение белка к КК использовали в экспериментах по реагрегации. 

Спектры поглощения КК в отсутствие и в присутствии белка регистрировали при 450–650 

нм с использованием спектрофотометра CARY 100 (Varian, США). 
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2.15. Поляризационная микроскопия с красителем Конго красным 

Использовались соотношения агрегатов титина к раствору Конго красного (1:125 

(w/w)). Образцы центрифугировали при 12000–14000 об/мин для концентрирования 

агрегатов, после чего убирался супернатант и образцы промывались дистиллированной 

водой 2–3 раза. Затем к осадку белка добавляли небольшое количество воды (5–10 мкл) и 

наносили его на предметное стекло микроскопа. Высушенные на воздухе образцы 

анализировали в поляризованном свете. Все процедуры проводились в режиме 

ламинарного потока на чистых покровных стеклах. Исследования проводились с 

использованием микроскопа, оборудованного двумя поляризаторами. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. ДСН гель-электрофорез и Вестерн-блот анализ титина 

Идентификация белковых фракций и опредление их чистоты после выделения белка 

проводилась при помощи ДСН гель-электрофореза (Рис. 9А,Б) и Вестерн-блот анализа 

(Рис. 7В,Г).  

 
Рис. 9. Исследование чистоты белковых препаратов и идентификация титина. ДСН-гель-

электрофорез белкового экстракта желудка курицы (А) и препарата очищенного 

гладкомышечного титина (Б); Молекулярная масса титина в зависимости от 

электрофоретической подвижности его полосы в геле составлила ~500 кДа (оценка 

проводилась с использованием программного обеспечения Total Lab v1.11). Вестерн-блот 

анализ с применением антител 9D10 экстракта желудка курицы (В) и препарата 

очищенного гладкомышечного титина (Г). 

 

Используя логарифмическую зависимость между молекулярной массой и 

подвижностью белка в геле, мы определили, что выделенный белок имеет м.м. ~500 кДа 

(Рис 9А,Б). Вестерн-блот анализ подтвердил, что выделенный белок является титином 

(Рис. 9Г). 
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3.2. Исследование скорости агрегации титина методом динамического 

светорассеяния  

На рисунке 10 представлены результаты, полученные методомс ДРС, по 

формированию агрегатов титина первого («KCl-агрегаты») и второго («глицин-агрегаты») 

типов по истечении 180 минут эксперимента. Именно по истечению этого времени титин 

формировал очень крупные агрегаты белка, дальнейшая агрегация которых уже выходила 

за рамки чувствительности данного метода. Не было выявлено существенных различий в 

размерах частиц и в их процентном соотношении у агрегатов обоих типов. Так в 

препаратах гладкомышечного титина (до начала формирования агрегатов наблюдалось 

две фракции частиц, средний гидродинамический радиус (Rh) которых был 

приблизительно 12-15 нм (доминирующий пик ~90%) и ~45 нм (минорный пик ~10%). 

Первый пик, скорее всего, соответствует отдельным молекулам титина, тогда как второй 

пик может свидетельствовать о незначительном присутствии олигомеров белка. После 180 

минут агрегации в препаратах белка наблюдалось три фракции частиц. При агрегации 

«KCl-агрегатов» им соответствовали следующие значения гидродиначеских радиусов 

(Rh): ~20 нм, ~200 нм, ~8000 нм (Рис. 10). При агрегации «глицин-агрегатов» им 

соответствовали значения Rh: ~20 нм, ~700 нм, ~8000 нм (Рис. 10).  

 

 
Рис. 10. Распределение размеров частиц титина, полученное методом ДРС. Образование 

крупных агрегатов и их рост в зависимости от времени. Слева представленны данные для 

«KCl-агрегатов» (сформированы путем диализа в течение 180 минут против буферного 

раствора, содержащего 0.2 M KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0-7.4), справа – «глицин-

агрегатов» (диализ в течение 180 минут против буферного раствора, содержащего 0.15 M 

глицина-KOH, pH 7.0-7.4).  
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Не было выявлено различий в скорости образования агрегатов обоих типов. 

Скорость агрегации титина в двух вышеуказанных растворах была высокой: за 20 минут 

уже формировались достаточно крупные агрегаты белка (Rh: ~700 нм), а после 3 часов 

формировались агрегаты, размеры которых выходили за рамки чувствительности метода. 

Исходя из этого, было принято решение использовать в последующих экспериментах две 

временные точки агрегации: 3 часа и 24 часа.  

Таким образом, методом ДРС была выявлена относительно высокая скорость 

агрегации титина. Интересным является также тот факт, что при повторном повышении 

ионной силы раствора (диализ против буферного раствора «К») в образцах «KCl-

агрегатов» методом ДРС была обнаружена их частичная дезагрегация (Рис. 10, 

пунктирная линия). В частности, только в «KCl-агрегатах» после повышения ионной силы 

раствора была обнаружена фракция частиц с Rh ~12 нм, что указывает на появление 

неагрегиованных отдельных молекул этого белка. В случае «глицин-агрегатов» подобная 

фракция частиц не наблюдалась. Более того, процент частиц с самыми малыми 

значениями Rh даже после повышения ионной силы раствора в образцах «глицин-

агрегатов» уменьшался, а число частиц с бóльшими гидродинамическими радиусами 

увеличивался, что указывает на необратимость агрегации титина у агрегатов второго типа.  

 

3.3. Электронно-микроскопическое изучение агрегатов титина.  

На рисунке 11 представлены электронно-микроскопические данные, 

подтверждающие аморфную морфологию «KCl-агрегатов» и «глицин-агрегатов» (Рис. 

11).  

Не было выявлено различий в морфологии между двумя типами агрегатов титина 

как через 3 часа (Рис. 11А,Б) так и 24 часа (Рис. 11Д,Е) агрегации белка. Различия в 

морфологии агрегатов были обнаружены после повышения ионной силы раствора, в 

которых находились агрегаты. «KCl-агрегаты» после помещения их в раствор «К» (ионная 

сила 0.6) приобретали более рыхлый вид как после 3 часов (Рис. 11В), так 24 часов (Рис. 

11Д) дезагрегации. Иная картина наблюдалась при помещени в раствор «К» «глицин-

агрегатов» (Рис. 11Г,З). Эти агрегаты приобретали более плотную структуру через 24 часа 

дезагрегации (Рис. 11З). Результаты электронно-микроскопических наблюдений 

согласуются с данными, полученными методом ДРС: в образцах «глицин-агрегатов» при 

повышении ионной силы раствора, не наблюдались моно/димерные формы белка, которые 
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присутствовали в образцах «KCl-агрегатов» (Рис. 10). Присутствие подобных форм 

свидетельствует о дезагрегации белка.  

 

 
Рис. 11. Электронная микроскопия негативно окрашенных агрегатов 

гладкомышечного титина. Аморфные «KCl-агрегаты» титина через 3 часа (А) и через 24 

часа (Д) агрегации. Аморфные «глицин-агрегаты» титина через 3 часа (Б) и через 24 часа 

(Е) агрегации. «KCl-агрегаты» титина после их помещения в раствор с ионной силой ~0.6: 

через 3 часа (В) и через 24 часа (Ж) дезагрегации. «Глицин-агрегаты» титина через 3 часа 

(Г) и через 24 часа (З) дезагрегации. Для окрашивания использовался 2% водный раствор 

уранилацетата. Шкала 100 нм. 
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3.4. Исследование агрегатов титина методом атомно-силовой микроскопии 

(АСМ)  

Данные АСМ не противоречили электронно-микроскопическим данным. Во всех 

исследуемых образцах агрегаты титина (Рис. 12) имели аморфный вид.  

По данным АСМ «KCl-агрегаты» титина после 3 часов агрегации имели размер от 

30-50 нм до одного микрометра по ширине и до 25 нм по высоте (Рис. 12А). Трехчасовая 

дезагрегация приводила к значительному уменьшению количества и размера белковых 

агрегатов (Рис. 12В). В поле зрения были обнаружены единичные сферической формы, 

агрегаты диаметром не более 100 нм и высотой до 20 нм. В препарате преобладали 

структуры высотой до 8-10 нм (Рис. 12В).  

После 24 часов агрегации «KCl-агрегаты» титина образовывали пористые структуры 

высотой 8-10 нм (Рис. 12Д). После 24 часов дезагрегации эти структуры не наблюдались, а 

были видны сфероидальные агрегаты высотой 10-12 нм (Рис. 12Ж). Т.о., полученные 

результаты свидетельствуют о дезагрегации «KCl-агрегатов» титина при ионной силе 

~0.6, что соглсуется с данными, полученными методом ДРС (Рис. 10).  

«Глицин-агрегаты» титина после 3 часов агрегации по данным АСМ имели больше 

морфологических различий и отличий по размеру и высоте (Рис. 12Б). Наблюдались их 

скопления сферической формы до 4 мкм в ширину и 400 нм в высоту (самые крупные). 

При этом диаметр отдельных сферических агрегатов составлял ~1 мкм (Рис. 12Б). 

Наблюдались также и другие более мелкие (ветвящиеся) агрегаты, высота которых 

составляла ~100 нм (Рис. 12Б, стрелка). По форме эти агрегаты были похожи на «KCl-

агрегаты» (Рис. 12А).  
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Рис. 12. Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина. «KCl-агрегаты» через 3 часа (А) и 

24 часа (Д) агрегации. «Глицин-агрегаты» через 3 часа (Б) и 24 часа (Е) агрегации. «KCl-

агрегаты» титина после их помещения в раствор с ионной силой ~0.6: после 3 часов (В) и 

24 часов (Ж) дезагрегации. «Глицин-агрегаты» после 3 часов (Г) и 24 часов (З) 

дезагрегации.  

 
После помещения «глицин-агрегатов» в раствор с высокой ионной силой (~0.6) 

через 3 часа можно было наблюдать только сфероидные агрегаты шириной до 1.5 мкм и 
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высотой до 200 нм (Рис. 12Г), что свидетельствует о неком уменьшении размера белковых 

агрегатов титина, но не их дезагрегации.  

«Глицин-агрегаты» титина через 24 часа агрегации по данным АСМ представляли 

собой разветвленные цепи, состоящие из сферических агрегатов диаметром около 300-500 

нм и высотой до 35 нм (Рис. 12Е). По-видимому, зарождение данных агрегатов 

происходило по истечении 3 часов агрегации (Рис. 12Б, стрелочка). После 24 часов 

дезагрегации (т.е., после помещения «глицин-агрегатов» в раствор с высокой ионной 

силой) разветвленные цепи, состоящие из сферических агрегатов, не наблюдались (Рис. 

12З). Однако при этом были видны крупные сферические агрегаты, диаметр которых 

составлял 2 мкм и более, а высота 200-400 нм (Рис. 12З). Эти результаты согласуются с 

данными, полученными методом ДРС, указывающими на дальнейшее увеличение 

гидродинамического радиуса частиц «глицин-агрегатов» после повышения ионной силы 

раствора (Рис. 10). Т.о. несмотря на то, что в поле зрения наблюдались и более мелкие 

агрегаты белка (Рис. 12З, стрелочки), на основании полученных результатов можно 

утверждать, что агрегация «глицин-агрегатов» была необратимой.  

 

3.5. Исследование методом атомно-силовой микроскопии мономеров и 

олигомеров титина в условиях с высокой ионной силой  

 

Поскольку методом ДРС нами было показано наличие олигомеров титина в растворе 

с высокой ионной силой (~0.6), а также учитывая данные Келлермайера (2003), 

показавшего, что в препаратах титина, выделенного из поперечнополосатых мышц, 

наблюдаются не только одиночные молекулы, но и олигомеры белка, мы задались целью 

провести подобные исследования и с гладкомышечным титином. Эти исследования были 

проведены совместно с Келлермайером в его лаборатории Биофизики и Радиационной 

биологии (Семмельвеский Университет, Будапешт, Венгрия) в период с 5 августа по 1 

сентября 2019 и с 10 января по 21 марта 2020. 

На рисунке 13 представлена фотография мономеров (одиночных молекул), а на 

рисунках 14 и 15 – фотографии олигомеров гладкомышечного титина, полученные с 

помощью АСМ.  

Как и молекула титина поперечнополосатых мышц (Kellermayer et al., 2003; 

Tskhovrebova & Trinick, 1997; Вихлянцев, 2011), молекула гладкомышечного титина имеет 

нитевидную форму с толщиной нити 3-4 нм, длинной 300 нм с глобулярной головкой на 
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одном конце (Рис. 13). По нашим расчетам такие молекулы должны иметь м.м. 500-600 

кДа.  

Кроме отдельных молекул титина были видны олигомеры этого белка. Одни 

олигомеры, связываясь головками, имели уплотнение в центре с отходящими от него 

молекулами титина (Рис. 14). 

 
Рис. 13. Атомно-силовая микроскопия мономеров гладкомышечного титина. В поле 

зрения можно наблюдать нитевидные мономеры белка. В ряде случаев, на одном из 

концов наблюдается глобулярное утолщение. 

 

 
Рис. 14. Атомно-силовая микроскопия олигомеров гладкомышечного титина. В поле 

зрения можно наблюдать нитевидные мономеры белка, которые собираются в олигомеры, 

формирующие центральное утолщение. 
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Другие олигомеры имели вид длинных филаментов, длина которых достигала в 

отдельных случаях 2 мкм и более (Рис. 15). На всем протяжении структур наблюдались 

периодически расположенные двойные глобулярные утолщения 26 нм высотой. 

Расстояние между утолщениями составляло 105 нм.  

 
Рис. 15. Атомно-силовая микроскопия нитевидного олигомера гладкомышечного титина. 

 

Первый тип олигомеров (Рис. 14) наблюдался ранее в препаратах титина, 

выделенного из скелетных мышц кролика (Рис. 8) (Kellermayer et al., 2003). 

Предполагается, что в центральной части олигомеров собираются концы молекул белка с 

глобулярной головкой. Эта головка, вероятно, соответствует участку белка, 

расположенного в М-линии саркомера (Kellermayer et al., 2003). Второй тип олигомеров 

(Рис. 15) был обнаружен впервые и они, по-видимому, являются характерными для титина 

гладких мышц. Подобная морфология олигомеров гладкомышечного титина позволяет 

предположить, что именно в такой форме этот белок находится внутри гладкомышечных 

клеток.  
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3.6. Исследование вторичной структуры титина до и после агрегации методом 

кругового дихроизма (КД) 

 

На рисунке 16 представлены данные КД для гладкомышечного титина до и после 

формирования «глицин-агрегатов». Никаких изменений во вторичной структуре белка при 

образовании агрегатов обнаружено не было. Белок после хроматографии имел 6.1% α-

спиралей и 40.5% β-складчатых структур, в то время как в агрегированной форме их 

содержание было 5.5% и 40.2.%, соответственно.  

 

 
Рис. 16. Спектры кругового дихроизма для неагрегированного белка и «глицин-агрегатов» 

титина. 

 
Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о высоком содержании 

неупорядоченной вторичной структуры и β-складчатых структур в молекуле 

гладкомышечного титина. 

Получить данные о вторичной структуре титина для «KCl-агрегатов» не 

представлялось возможным из-за содержания имидазола в буферной системе. Поэтому 

вторичная структура «KCl-агрегатов» была исследована методом ИК-спетроскопии. При 

этом были исследованы и «глицин-агрегаты». 
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3.7. Исследование вторичной структуры титина методом инфракрасной 

спектроскопии с Фурье преобразованием  

 

На рисунке 17 представлены данные ИК-спектроскопии с Фурье преобразованием, 

полученные при 20°C и поправленные на спектральный вклад паров воды и CO2. Анализ 

экспериментальных данных был проведен, следуя принципам, описанным в работе (Yang 

et al., 2015). 

 
Рис. 17. ИК-Фурье спектры титина и его агрегатов при 20°C. Концентрация белка 

составляла 36-42 мг/мл. 1 – мономерная форма белка; 2 – «KCl-агрегаты» титина; 3 – 

«глицин-агрегаты». 

 
Полученные оценки содержания элементов вторичной структуры в образцах титина 

и его двух типов агрегатов представлены в Таблице 4.  

Из полученных данных видно, что в образцах белка до его агрегации содержится 

большое количество -складок (31.47±0.47%) и неупорядоченных структур (31.7±1.21%), 

которое лишь незначительно изменяется при агрегации. Таким образом, данные ИК-

спектроскопии с Фурье преобразованием, как и данные КД, показали, что в процессе 

агрегации титина не происходит изменений во вторичной структуре белка.  
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Таблица 4. Оценка содержания вторичной структуры в образцах титина и его агрегатов. 

Образец  α-спирали, % β-складки, % Повороты, % 
Неупорядоченная 

структура, % 

Мономеры 

титина 20.38±1.92 31.47±0.47 12.38±0.69 31.7±1.21 

«KCl-

агрегаты» 22.03±2.22 29.23±2.3 12.96±0.61 31.66±0.72 

«Глицин-

агрегаты» 20.33±2.13 30.85±1.96 12.42±2.18 31.62±1.03 

* Представлены средние величины содержания элементов вторичной структуры в 
препаратах и соответствующие величины стандартного отклонения. 

 

3.8. Исследование структуры агрегатов титина при помощи дифракции 

рентгеновских лучей  

 
При помощи дифракции рентгеновских лучей были выявлены следующие рефлексы 

для «KCl-агрегатов» титина: диффузный 8.19-12.69Å (среднее значение которого равно 

9.52Å) и  4.89Å (Рис. 18А); для «глицин-агрегатов» титина этим рефлексам 

соответствовали значения: 8.24-11.68Å (ср. зн. =9.31Å) и 4.83Å (Рис. 18Б).  

 
Рисунок 18. Рентгеновская дифракция агрегатов титина гладких мышц после 24 часов 
агрегации. (А) Значения рефлексов для «KCl-агрегатов»: 26.61, 9.52, 4.89, 4.62, 4.30, 3.83, 
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3.67, 3.09, 2.85, 2.44 и 2.19 Å. (Б) Значения рефлексов для «глицин-агрегатов»: 28.34, 9.31, 
4.83, 4.54, 3.69, 3.08, 2.84, 2.63, 2.56, 2.51, 2.43 и 2.18 Å. (В) Значения рефлексов для «KCl-
агрегатов» титина после дезагрегации: 27.32, 10.00, 4.82, 4.66, 4.31, 3.67, 3.10, 2.86, 2.65, 
2.52, 2.45 и 2.18 Å. (Г) Значения рефлексов для «глицин-агрегатов» титина после 
дезагрегации: 28.52, 10.00, 4.85, 4.32, 3.81, 3.67, 3.09, 2.85, 2.63, 2.54 и 2.23 Å.  
 

После помещения агрегатов титина обоих типов в условия с повышенной ионной 

силой (~0.6) были обнаружены следующие рефлексы: диффузный 8.19-11.89Å (ср. зн. 

=10.00Å) и 4.82Å для «KCl-агрегатов» (Рис. 18В); диффузный 8.54-11.28Å (ср. зн. 

=10.00Å) и 4.85Å для «глицин-агрегатов» (Рис. 18Г), соответственно.  

Полученные рефлексы соответствуют четвертичной структуре, напоминающей 

кросс-β, характерной для амилоидных агрегатов.  

 

3.9. Флуоресцентный анализ связывания агрегатов титина с красителем 

Тиофлавином Т 

Этот метод применяется для идентификации амилоидных агрегатов в растворе. 

Считается, что флуоресцентный краситель ТТ селективно локализуется в амилоидных 

отложениях, что сопровождается увеличением его флуоресценции (Westermark et al., 

1999). В ходе эксперимента мы проводили измерения интенсивности флуоресценции ТТ в 

присутствии аграгатов титина обоих типов после 3 и 24 часов агрегации. Различий в 

связывании ТТ с агрегатами титина, сформированными как в течение 3-х, так и 24 часов, 

выявлено не было. Поэтому ниже представлены графики только для экспериментов с 3-х 

часовой агрегацией/дезагрегацией титина (Рис. 19). 
«KCl-агрегаты»                                               «глицин-агрегаты» 

 
                        А                                                                               Б 

Рис. 19. (А) Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии «KCl-агрегатов» титина 

через 3 часа агрегации, а также через 3 часа дезагрегации после повышения ионной силы 
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раствора. (Б) Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии «глицин-агрегатов» титина 

через 3 часа агрегации, а также через 3 часа дезагрегации после повышения ионной силы 

раствора.  

 
Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии «KCl-агрегатов» практически не 

увеличивалась по сравнению с ее интенсивностью в присутствии молекулярной формы 

титина (Рис. 19А). Значительное увеличение интенсивности флуоресценции ТТ 

наблюдалось в присутствии «глицин-агрегатов» титина (Рис. 19Б). Через три часа после 

помещения «глицин-агрегатов» титина в раствор с высокой ионной силой, уровень 

флуоресценции TT снижался до значений, характерных уровню флуоресценции ТТ в 

присутствии молекулярной формы белка (Рис. 19Б).  

Т.о., были выявлены различия между «KCl-агрегатами» и «глицин-агрегатами» 

титина в способности связываться с флуоресцентным краситетем ТТ.  

3.10. Исследование связывания агрегатов гладкомышечного титина с 

красителем Конго красным 

 
Было изучено связывание агрегатов гладкомышечного титина с красителем Конго 

красным. При помощи спектрофотометрии нами не было обнаружено сдвига спектра 

погложения в более длинноволновую область красителя КК в присутствии агрегатов 

титина обоих типов (Рис. 20), как это характерно при взаимодействии данного красителя с 

амилоидами (см. Табл. 3).  

По данным поляризационной микроскопии наблюдалось желтое/зеленое 

двулучепреломление в поляризованном свете только в образцах с «глицин-агрегатами» 

титина как через 3 часа (Рис. 21Б), так и 24 часа (Рис. 21Е) агрегации. Эти данные, 

указывают на амилоидную природу этих агрегатов.  

Подобное двулучепреломление не наблюдалось в образцах с «KCl-агрегатами» 

(Рис. 21Г,З), а также в препаратах агрегатов обоих типов титина после повышения ионной 

силы раствора (Рис. 21Г,З). Поскольку «глицин-агрегаты», проявляющие по данным 

поляризационной микроскопии амилоидные свойства в растворе, содержащем глицин, не 

проявляли этих свойств в растворе, содержащем KCl (после повышения ионной силы), 

было решено проверить двулучепреломление используемых буферных растворов.  
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Было обнаружено, что высушенный буферный раствор (0.15 М глицин-КОН, рН 

7.2-7.4) без содержания белка в присутствии КК имел двулучепреломление от желтого до 

яблочно-зеленого при поляризованном свете (Рис. 22).  

Т.о., результаты поляризационной микроскопии, указывающие на «амилоидную» 

природу «глицин-агрегатов» гладкомышеного титина, являются артефактом, полученным 

вследствие неспецифического связывания компонентов раствора с красителем.  

 

 
Рис. 20. Спектрофотометрическое исследование связывания агрегатов титина с 

красителем КК. (А) «КСl- агрегаты» титина, 3 часа агрегации; (Б) «Глицин-агрегаты» 

титина, 3 часа агрегации. (В) «КСl- агрегаты» титина, 24 часа агрегации; (Г) «Глицин-

агрегаты» титина, 24 часа агрегации.  
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Рис. 21. Поляризационная микроскопия с красителем КК в присутствии «глицин-

агрегатов» (А, Б, Д, Е) и «KCl-агрегатов» (В,Г,Ж,З) титина: (А-Г) 3 часа агрегации; (Д-З) 

24 часа агрегации. СМ – световая микроскопия, ПМ – микроскопия в поляризованном 

свете. Шкала 1 мкм. 

 

 
Рис. 22. Микроскопия в поляризованном свете. Высушенная капля буферного раствора, 

содержащего 0.15 М глицина-КОН, рН 7.2-7.4 и Конго красный. Увеличение 400х.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

В ходе наших экспериментов мы обнаружили способность титина гладких мышц 

агрегировать in vitro в двух условиях: с ионной силой, близкой к физиологическим 

значениям («KCl-агрегаты») и со сниженными значениями ионной силы («глицин-

агрегаты»). При этом методами электронной и атомно-силовой микроскопии мы показали, 

что оба типа агрегатов имеют аморфную морфологию. Обнаружены были отличия в 

усточивости данных агрегатов к растворению при повышении ионной силы (до ~0.6) 

раствора. В случае «KCl-агрегатов» титина наблюдалась такая способность 

дезагрегировать до мономеров, что показано методом ДРС (Рис. 10). Агрегация «глицин-

агрегатов» титина была необратимой (Рис. 10). Скорость агрегации и в том, и другом 

случае была достаточно высокой: за 20 минут формировались достаточно крупные 

агрегаты белка с Rh=700 нм, а после 3 часов эксперимента формировались более крупные 

агрегаты, размеры которых выходили за рамки чувствительности метода.  

При помощи дифракции рентгеновских лучей в препаратах «KCl-агрегатов» и 

«глицин-агрегатов» обнаружены рефлексы (Рис. 18А,Б), соответствующие 

упорядоченным β-складчатым структурам, характерным для амилоидных агрегатов 

(Inouye et al., 1993; Sunde et al., 1997; Makin & Serpell, 2005; Morris & Serpell, 2012). По 

данным рентгеновской дифракции диффузный рефлекс у «KCl-агрегатов» титина имел 

бóльший разброс (8.19–12.69Å) (Рис. 18А) по сравнению с таковым у «глицин-агрегатов» 

(8.24–11.68Å) (Рис. 18Б). Известно, что эти значения соответствуют расстоянию мужду β-

листами. Исходя из этого, можно предположить, что «глицин-агрегаты» имеют более 

упорядоченную структуру. Схематическое изображение предполагаемой структуры 

«глицин-агрегатов» титина, построенное на основании данных рентгеновской дифракции, 

представлено на рисунке 23. 

За счет того, что рефлекс, характеризующий расстояние между β-листами является 

диффузным и кольцевым, мы предполагаем, что сами β-листы не являются строго 

ориентированными по одной из осей (Рис. 23). Таким образом, можно сделать вывод, что 

агрегированный титин имеет лишь близкую к кросс-β четвертичную структуру. В связи с 

этим, его агрегаты следует называть амилоидо-подобными, а не амилоидными. 
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Рис. 23. Схематическое изображение амилоидо-подобной структуры «глицин-агрегатов» 

титина, построенное на основании данных рентгеновской дифракции (Yakupova et al., 

2018). Расстояние между β-листами равняется 4.83Å, ширина β-листов составляет 28.34Å. 

Расстояние между β-листами варьирует от 8.24 до 11.68Å. Следует обратить внимание на 

относительно упорядоченное расположение β-стрендов, в которых они ориентированы в 

одной плоскости, следствием чего является рефлекс 4.83Å. 

 

В результате исследований краситель-связывающих свойств исследуемых агрегатов 

белка мы обнаружили следующие результаты:  

 - В присутствии «глицин-агрегатов» титина было обнаружено значительное увеличение 

флуоресценции ТТ, которое не наблюдалось в препаратах с «KCl-агрегатами» (Рис. 19);  

- Отсутствовало смещение спектра поглощения красителя КК от 490 до 512 нм в 

присутствии агрегатов титина обоих типов (Рис. 20), несмотря на то, что такое смещение 

считается характерным для взаимодействия красителя с амилоидными агрегатами 

(Meehan et al., 2004; Frid et al., 2007);  

- Было обнаружено желтое/зеленое свечение КК при поляризационной микроскопии в 

присутствии «глицин-агрегатов», тогда как, в присутствии «KCl-агрегатов» оно 

отсутствовало (Рис. 21);  

- Обнаружено неспецифическое связывание КК с компонентами буферного раствора, 

содержащего глицин (Рис. 22).  
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Т.о., результаты проведенных нами исследований показывают, что методы 

идентификации амилоидных структур in vitro на основе использования амилоидных 

красителей имеют более низкую специфичность в сравнении с рентгеновской 

дифракцией. На примере наших экспериментов мы показали, что состав буферной 

системы может приводить к неспецифическому связыванию амилоидных красителей.  

Обсуждая характеристики агрегатов титина, полученных в данной работе, следует 

остановится на экспериментах по их дезагрегации. По данным ЭМ, АСМ и ДРС 

наблюдалась дезагрегация «KCl-агрегатов» при помещении их в условия с более высокой 

ионной силы. Дезагрегация «глицин-агрегатов» в этих условиях не наблюдалась. Можно 

предположиить, что более упорядоченная структура «глицин-агрегатов» лежит в основе 

их устойчивости к дезагрегации при высокой ионной силе. В этой связи также следует 

обратить внимание на такую особенность титина как способность образовывать 

олигомеры в условиях высокой ионной силы раствора.  

Мы впервые обнаружили два типа олигомеров титина в колоночных фракциях после 

очистки белка на хроматографической колонке в растворе с ионной силой более 0.6 (Рис. 

14, 15). При этом один тип олигомеров (Рис. 14) морфологически был подобен таковым 

для титина из поперечно-полосатых мышц, описаным до этого момента в литературе (Рис. 

6) (Kellermayer et al., 2003). Келлермайер с соавторами предположили, что в центральной 

части олигомеров собираются концы молекул титина, содержащие глобулярную головку. 

Эта головка, предположительно, располагается в М-линии саркомера поперечно-

полосатых мышц и, по-видимому, участвует в формировании и поддержании структуры 

этой зоны саркомеров (Kellermayer et al., 2003). Учитывая эти данные, а также «липкость» 

головок гладкомышечного титина, можно полагать, что эта часть его молекулы 

задействована в формировании сократительных структур гладкомышечных клеток.  

В поддержку сделанного предположения можно привести и другие наши данные, 

описывающие второй тип олигомеров гладкомышечного титина. Подобный тип 

олигомеров не был показан для титина поперечнополосатых мышц и был впервые 

обнаружен для гладкомышечного титина (Рис. 15). Олигомеры имели вид нитей, 

связанных друг с другом периодически расположенными двойными глобулярными 

утолщениями. Нити достигали длины 2 мкм и более. Утолщения на нитях, которые, 

возможно, являются головками титина, периодически расположены на расстоянии ~105 

нм друг от друга. При этом сами утолщения имели размер ~26 нм. Может ли это быть 

следствием периодично расположенных доменов титина с высокой степенью 

идентичности или нет, мы пока не можем сказать. Однако, столь поразительная 
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структурированная морфология филаментов может свидетельствовать в пользу того, что 

именно в такой форме белок может находиться внутри гладкомышечных клеток и 

участвовать в формировании сократительных структур.  

Обсуждая возможный механизм формирования in vitro амилоидо-подобных 

агрегатов гладкомышечного титина, следует обратить внимание на следующие данные. В 

2015 году методом молекулярного моделирования было показано, что при повторном 

сворачивании тандемов из нескольких доменов титина (иммуноглобулин-подобных 

доменов I27–I27 и I27–I28), независимо от идентичности последовательностей, более 

половины всех молекул временно образуют широкий диапазон неправильно свёрнутых 

конформаций (Borgia et al., 2015). Моделирование также показало, что большая часть 

таких сформированных структур напоминает внутримолекулярное амилоидо-подобное 

состояние, которому авторы дали название «внутримолекулярные амилоиды» (Borgia et 

al., 2015). Учитывая эти данные, можно предположить, что формирование четвертичной 

структуры, напоминающей кросс-β, при агрегации титина может происходить за счет 

частичного разворота (анфолдинга) его доменов с последующим взаимодействием 

открытых β-стрендов между соседними доменами и/или доменами соседних молекул 

белка. Подобные изменения в титине не кажутся уж столь маловероятными, учитывая 

литературные данные, описывающие значения силы, необходимой для анфолдинга 

доменов титина. В частности, методом АСМ показано, что анфолдинг Ig/FnIII доменов 

титина скелетных мышц, происходит при относительно невысоких значениях силы (от 

∼30 до ∼150 пН) (Bianco et al., 2015; Martonfalvi et al., 2017; Giganti et al., 2018). На 

интактных миофибриллах, выделенных из скелетных мышц кролика показано, что 

частичный анфолдинг отдельных Ig-подобных доменов титина в I-зоне саркомера 

происходит при значении силы около 10 пН (Rivas-Pardo et al., 2016; Eckels et al., 2019). 

Таким образом, для анфолдинга доменов титина, как in situ, так и in vitro требуются 

относительно небольшие затраты энергии. Авторы вышеуказанных работ предположили, 

что анфолдинг доменов титина, вполне вероятно, может происходить в работающей 

мышце. По-видимому, анфолдинг доменов титина мы наблюдаем и в наших in vitro 

экспериментах при изучении агрегации этого белка, выделенного из гладких мышц. 

Можно предположить, что при агрегации титина, происходит взаимодействие отдельных 
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его молекул, в результате которого боковые полипептидные цепи отдельных частично 

развернутых доменов взаимодействуют друг с другом, формируя участки, имеющие 

амилоидо-подобную структуру. Возможно, что именно этот процесс мы наблюдали при 

исследовании олигомеров титина, наблюдаемых при выделении из глпдких мышц. При 

этом, агрегация титина может быть обратимой, что показано нами для «KCl-агрегатов» 

этого белка.  

Подобная обратимая агрегация in vivo может иметь функциональное значение в 

клетке, например, играть роль в формировании временных сократительных структур или в 

придании им большей прочности. В этой связи хорошим подтверждением в пользу 

сделанного предполождения имеются данные о том, что при агрегации титина не 

происходит изменений во вторичной структуре его молекул, что будет позволять белку 

проявлять его нативные упруго-эластичные свойства. Полный же анфолдинг доменов 

титина in vitro и in vivo маловероятен из-за наличия S-S связей, что предотвращает 

формирование в клетках необратимых патологических агрегатов этого белка.  

Стоит также обратить внимание, что для формирования амилоидных агрегатов 

большинство белков изменяет свою вторичную структуру и проходит этап 

разворачивания и обратного сворачивания аминокислотной цепи (см. Таблицу 2), образуя 

в конечном счете β-кросс структуру. При этом для запуска формирования белками 

амилоидов in vitro применяются достаточно экстремальные условия, такие как кислые или 

щелочные значения pH и нагревание (см. Таблицу 2). Для молекул титина инициация 

агрегации вызывается в буферных растворах с физиологическими значениями pH и 

ионной силой близкой к физиологическим значениям. При этом полученные при 

использовании методов КД и ИК-спектроскопии данные указывают на то, что при 

агрегации титина не происходит перестройки вторичной структуры. Более того, агрегация 

титина происходит за считанные минуты или десятки минут, тогда как другим белкам для 

агрегации требуются значительно более длительные периоды времени. Всё эти свойства 

свидетельствют о том, что гладкомышечный титин имеет заложенную на структурном 

уровне высокую агрегационную способность, которая, по всей вероятности, может 

происходть in vivo и иметь функциональное значение.  

Завершая обсуждение полученных результатов, необходимо обратить внимание на 

необратимость агрегации «глицин-агрегатов» титина. Эти результаты позволяют сделать 

допущение о возможности формирования в клетках патологических (необратимых) 

агрегатов с цитотоксическими свойствами. Амилоидозы мышц известны (Табл. 1) и 

формирование необратимых агрегатов титина могло бы внести свой вклад в развитие 
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заболевания. Однако это допущение пока остается не подтвержденным. К настоящему 

времени еще не существует подтверждений и обратимого, и необратимого типа агрегации 

титина in vivo, как и данных о том, как молекулы титина располагаются в 

гладкомышечных клетках. Как располагается в клетках гладких мышц актин и миозин 

тоже до конца не выяснено, а ведь именно эти три основных белка формируют 

сократительный аппарат мышц. Поэтому дальнейшие исследования в этом направлении 

позволят приоткрыть завесу тайны о роли агрегации титина в клетках.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Подводя краткий итог полученным результатам, следует отметить следующее. 

Обнаружена способность титина гладких мышц формировать in vitro аморфные амилоидо-

подобные агрегаты. Показано, что агрегаты титина формируются за относительно 

короткие временные промежутки и способны к частичной дезагрегации при повышении 

ионной силы. Агрегация титина протекает без изменений во вторичной структуре белка и 

без значительного разворачивания полипептидной цепи. Обнаружена способность 

гладкомышечного титина формировать олигомеры в условиях высокой ионной силы (0.6 

М KCl). Полученные результаты указывают на возможность внутриклеточной 

агрегации/дезагрегации титина, что может иметь функциональное значение. Можно ли 

назвать гладкомышечный титин функциональным амилоидом? Пока сложно дать ответ на 

этот вопрос, но нельзя исключать функциональную роль агрегации титина в мышечных 

клетках.  
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ВЫВОДЫ 

1. Титин гладких мышц желудка курицы агрегирует in vitro в течение относительно 

коротких временных интервалов (20 минут – 3 часа) в двух растворах: с ионной силой, 

близкой к физиологическим значениям в растворе, содержащем 0.2 М KCl, 10 мM 

имидазола, pH 7.0-7.4 и при низких значениях ионной силы в растворе, содержащем 0.15 

М Глицин-KOH, pH 7.0-7.4.  

2. Агрегаты гладкомышечного титина имеют аморфную морфологию.  

3.При агрегации титина не изменяется вторичная структура белка.  

4. В агрегатах титина показано наличие амилоидной кросс-β структуры.  

5. Агрегаты титина, сформированные в растворе, содержащем 0.2 М KCl, 10 мM 

имидазола, pH 7.0-7.4, способны частично дезагрегировать при повышении ионной силы 

раствора.  

6. В условиях высокой ионной силы (в растворе, содержащем 0.6 М KCl) 

гладкомышечный титин формирует олигомеры.  

7. На основании полученных результатов сделано следующее предположение: в 

гладкомышечных клетках возможно формирование функциональных агрегатов, имеющих 

амилоидную или амилоидо-подобную структуру и способных дезагрегировать. 
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