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Титин  – мультидоменный белок поперечно-полосатых и  гладких мышц позвоночных, состоит 
из  повторяющихся иммуноглобулин-подобных (Ig) и  фибронектин-подобных (FnIII) доменов, 
представляющих собой β-сэндвичи с преобладающей β-структурой, а  также содержит неупоря-
доченные участки. Методами атомно-силовой микроскопии (АСМ), рентгеновской дифракции 
и инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье (ИК-Фурье) нами изучена морфоло-
гия и структура агрегатов титина скелетных мышц кролика, полученных в двух разных растворах: 
0.15  М  глицин-КОН рН  7.0  и  200 мМ  KCl, 10  мM  имидазол pH,  7.0. По  данным АСМ скелет-
номышечный титин формировал в этих двух растворах аморфные агрегаты разной морфологии. 
Аморфные агрегаты титина, сформированные в растворе, содержащем глицин, состояли из гораздо 
более крупных частиц, чем агрегаты, сформированные в растворе, содержащем KCl. Последние, 
по данным АСМ, имели вид структуры, напоминающей “губку”, тогда как аморфные “глицин-а-
грегаты” титина формировали “ветвящиеся” структуры. Методом спектрофлуориметрии выявлена 
способность “глицин-агрегатов” титина связываться с красителем тиофлавином Т, а методом рент-
геновской дифракции в них обнаружен один из элементов амилоидной кросс-β-структуры – реф-
лекс ~4.6 Å. Эти данные показывают, что “глицин-агрегаты” титина являются амилоидными или 
амилоидоподобными. Аналогичные структурные особенности у “KCl-агрегатов” титина не выяв-
лены; эти агрегаты не обладали способностью связываться с тиофлавином Т, что свидетельствует 
об их неамилоидной природе. Методом ИК-Фурье-спектроскопии обнаружены различия во вто-
ричной структуре двух типов агрегатов титина. Полученные данные выявляют особенности струк-
турных изменений при формировании межмолекулярных связей между молекулами гигантского 
белка титина в процессе его агрегации и расширяют представления о процессе амилоидной агре-
гации белков. 
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Сокращения: TT  – тиофлавин T; АСМ  – атомно-си-
ловая микроскопия; ИК-Фурье – Инфракрасная спек-
троскопия с преобразованием Фурье. 

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что формирование пространствен-

ной структуры играет важную роль в выполне-

нии белками своих функций и, следовательно, 
в  жизни клетки [1, 2]. Однако по  некоторым 
причинам, еще не  до  конца выясненным, на-
тивная структура белков или пептидов начина-
ет изменяться, что приводит к  неправильному 
их сворачиванию и дальнейшей агрегации. На-
копление агрегированных форм белков в  ор-
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ганах и тканях человека и животных приводит 
к нарушению функционирования клеток с по-
следующей их  гибелью и  развитием патологи-
ческих изменений в  организме. Заболевания, 
при которых в тканях накапливаются агрегиро-
ванные формы белков – амилоидные агрегаты, 
называются амилоидозами [3, 4]. К наиболее из-
вестным амилоидозам относятся болезни Альц-
геймера и Паркинсона, сахарный диабет типа 2, 
прионные заболевания, системные амилоидозы 
и др. [5–7]. Для амилоидных агрегатов характер-
но формирование четвертичной кросс-β-струк-
туры [8, 9], благодаря которой амилоиды имеют 
высокую прочность, приобретают устойчивость 
к  воздействию различных химических раство-
рителей и к протеолитическому расщеплению. 
Методов лечения амилоидозов на сегодняшний 
день не существует. Это связано в первую оче-
редь с отсутствием полного понимания процес-
са амилоидной агрегации на уровне структуры 
белковых агрегатов. 

Представления о процессе амилоидной агре-
гации расширяют открытие функциональных 
амилоидов, в число которых входят амилоидные 
агрегаты белков курлина (curli, Escherichia coli), 
тафи (tafi, Salmonella spp.), чаплина (chaplin, 
Streptomyces coelicolor) [10–13]. Амилоиды этих 
белков участвуют в  процессах адгезии клеток, 
в формировании биопленок; амилоиды чаплина 
связаны с образованием воздушных гиф и рассе-
иванием спор [13]. Функциональные амилоиды 
обнаружены и  у  эукариотических организмов. 
С  использованием морского моллюска Aplysia 
(seaslug) показано, что прионная форма белка 
CPEB (cytoplasmic polyadenylation element-bind-
ing protein) участвует в  процессах хранения 
памяти с  помощью механизмов, приводящих 
к долговременным синаптическим изменениям 
[14]. Функциональные амилоиды обнаружены 
и  в  организме млекопитающих. Показано, что 
белок Mα (компонент Pmel17) человека форми-
рует в меланосомах амилоидные агрегаты, слу-
жащие каркасом для связывания с  меланином 
и  защищающие клетки от  УФ-излучения, по-
вреждающего ДНК [15, 16]. 

Таким образом, амилоидные агрегаты под-
разделяются на патологические и функциональ-
ные, эти два типа агрегатов имеют структурные 
различия. Предполагается, что амилоидные бел-
ки агрегируют по-разному.

Объектом нашего исследования является ги-
гантский мышечный белок титин (тайтин/кон-
нектин), открытый в  конце 70-х  гг. прошлого 
века [17, 18]. К настоящему времени показано, 
что в  результате альтернативного сплайсинга 
мРНК гена титина (ttn) в поперечно-полосатых 
мышцах млекопитающих образуются изоформы 
этого белка, имеющие разную длину и молеку-

лярную массу ~700–3900 кДа [19–21]. В гладких 
мышцах позвоночных обнаружены изоформы 
титина с  молекулярной массой 500–2000 кДа 
[20, 22]. Благодаря своей уникальной структуре 
и положению в саркомере титин играет особен-
но важную роль в  формировании упругоэла-
стичных свойств миофиламентов, действуя как 
молекулярная пружина, и, наряду с коллагеном, 
является основной детерминантой пассивной 
упругой силы в мышечных клетках [23–26]. 

Исследования, проведенные нами ранее 
на  препаратах титина (м.  м. 500 и  1500 кДа), 
изолированного из гладких мышц, выявили его 
способность формировать олигомеры и  круп-
ные амилоидные агрегаты in  vitro [27–29]. Бо-
лее низкомолекулярная изоформа титина 
(500 кДа) обладает способностью формировать 
разные типы агрегатов в растворах: 0.15 М гли-
цин-КОН, pH 7.0 и 200 мM KCl, 10 мM имида-
зол, pH 7.0. Агрегаты гладкомышечного титина, 
сформированные в указанных растворах, имеют 
разную морфологию и способность связывать-
ся с красителем тиофлавином Т (ТТ) [28]. При 
этом методом рентгеновской дифракции у обо-
их типов агрегатов гладкомышечного титина об-
наружены рефлексы ~10 и ~4.8 Å, что указывает 
на  наличие четвертичной кросс-β-структуры, 
свойственной амилоидным фибриллам.

В данной работе методами атомно-силовой 
микроскопии (АСМ), рентгеновской дифракции 
и инфракрасной спектроскопии с преобразова-
нием Фурье (ИК-Фурье) изучена морфология 
и структура агрегатов титина скелетных мышц 
кролика, полученных в двух разных растворах. 
Молекулярная масса скелетномышечного тити-
на составила ~2000 кДа. Данная работа является 
логическим продолжением наших сравнитель-
ных исследований агрегационных свойств как 
более низкомолекулярных, так и более высоко-
молекулярных изоформ титина. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выделение титина из скелетных мышц кроли-

ка. Титин выделяли из скелетных мышц задних 
конечностей кролика согласно [30] и очищали 
методом гель-фильтрации на  колонке с  носи-
телем Sepharose-CL2B. Концентрацию титина 
определяли спектрофотометрически (спектро-
фотометр SPECORD UV  VIS), используя зна-
чение коэффициента экстинкции (Е280

1 мг/мл), 
равное 1.37 [31]. 

Гель-электрофорез в денатурирующих услови-
ях и Вестерн-блотинг титина. Гель-электрофорез 
титина в денатурирующих условиях (ДСН-ЭФ) 
проводили согласно [32] и  [33] с  незначитель-
ной нашей модификацией. В частности, мы ис-
пользовали разделяющий гель, содержащий 
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6.5–7% полиакриламида, приготовленный 
по  методике, описанной в  [33]. Гели окраши-
вали Coomassie Brilliant Blue G-250 и  R-250, 
смешанными в  соотношении 1:1. Молекуляр-
ную массу титина определяли с использованием 
программного обеспечения TotalLab v1.11. В ка-
честве маркеров молекулярных масс использо-
вали актин (42 кДа), тяжелые цепи миозина (205 
кДа), небулин (770 кДа) и Т2-фрагменты титина 
(~2000 кДа). 

Вестерн-блотинг титина проводили соглас-
но [34] с нашими модификациями. В частности, 
белки переносили из  геля на  PVDF-мембраны 
в  течение 48  ч. Для определения титина с  по-
мощью Вестерн-блот-анализа использовали 
моноклональные антитела АB5 к участку моле-
кулы титина, расположенному около М-линии 
саркомера, любезно предоставленные John Tri-
nick, а также 9D10 антитела к PEVK-фрагменту 
молекулы белка (Висконсин, США). В качестве 
вторичных антител, конъюгированных с перок-
сидазой хрена, использовали антитела к  IgG 
мыши (“Sigma”, США). 

Условия образования агрегатов титина ске-
летных мышц. Очищенный титин в колоночном 
буфере (0.6 М KCl, 30 мМ KH2PO4, 1 мМ DTT, 
0.1 М NaN3, pH 7.0) использовали для образо-
вания агрегатов. Агрегаты скелетномышечного 
титина (с концентрацией 0.2–0.4 мг/мл) форми-
ровали диализом в течение 24 ч при 4 °С против 
растворов, содержащих 0.15  М  глицин-КОН, 
рН 7.0 и 200 мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0. 

Атомно-силовая микроскопия (АСМ). Все об-
разцы выдерживали на слюде в течение 5 мин, 
затем промывали водой (2 раза по 30 с), сушили 
и  анализировали структуру полученных ком-
плексов методом АСМ Integra-Vita (“NT-MDT“, 
Россия) с использованием кантилеверов NSG03 
с  радиусом скругления кончика 10  нм  и  резо-
нансной частотой 47–150 кГц. Измерения про-
водили в полуконтактном (постукивающем) ре-
жиме. Полученные изображения анализировали 
с  помощью программного обеспечения Nova 
(“NT-MDT”).

Флуориметрический анализ с использованием 
красителя тиофлавина Т. Амилоидную природу 
агрегатов скелетномышечного титина оцени-
вали по интенсивности флуоресценции TT при 
весовом соотношении (w/w) TT/титин, рав-
ном 1  : 5. Флуоресценцию измеряли при λex = 
440 нм и λem = 488 нм на спектрофлуориметре 
CaryEclipse (“Varian”, США). 

Инфракрасная спектроскопия с преобразова-
нием Фурье. Измерения проводили на ИК-Фу-
рье-спектрометре Nicolet 6700 производства 
компании “ThermoScientific” (США), оснащен-

ном приставкой Smart Proteus с  Пельтье-кон-
тролируемым кюветодержателем в режиме про-
пускания в кювете из кристаллического фторида 
кальция с оптическим путем 10 мкм, используя 
детектор DTGS (сканирование в диапазоне вол-
новых чисел от 650 до 4000 см-1 с разрешением 
1  см-1, усреднение по  256 спектрам). Прибор 
откалиброван в  соответствии с  инструкциями 
компании-производителя. 

ИК-спектры растворов препаратов титина 
в соответствующем буфере и спектры самого бу-
фера измеряли при 23 °C. Концентрация белка 
составила 36–42 мг/мл. Белок был сконцентри-
рован путем разведения лиофилизированного 
образца в  наименьшем количестве буферного 
раствора. После агрегации образцы центрифу-
гировали и использовали осадок, разведенный 
в  30–50  мкл. Для каждого измерения рассчи-
тывали оптический путь кюветы из CaF2, исхо-
дя из величины оптической плотности образца 
на  3404 см-1, используя величину поглощения 
воды при оптическом пути 1 мкм, равную 0.533 
AU, с поправкой на концентрацию белка в про-
бе [35]. Оптический путь кюветы составлял 
(10 ± 0.1) мкм. ИК-спектр препарата белка из-
меряли не  менее 8  раз, чередуя с  измерением 
спектра буфера. Из каждого спектра белка вы-
читали спектр буфера, учитывая разницу вели-
чины оптического пути в измерениях. Каждый 
разностный спектр анализировали в  диапазо-
не волновых чисел 1725–1481 см-1  на  предмет 
содержания элементов вторичной структуры 
в белке, следуя принципам, описанным в работе 
[36]. Результаты определения содержания эле-
ментов вторичной структуры в белке усредняли. 
Приведены стандартные отклонения величин 
содержания элементов вторичной структуры 
в белке. Во время измерений добивались стан-
дартизированного снижения содержания паров 
воды и CO2 в спектрометре путем его продувки, 
используя FT-IR  Purge Gas Generator 74−5041 
(“Parker Hannifin Corp.”, США). 

Рентгеновская дифракция. Агрегаты титина 
для рентгеноструктурного анализа, полученные 
после 24-часовой инкубации при 4 °C в соответ-
ствующих растворах, подвергали лиофилизации. 
Лиофилизированные агрегаты титина растворя-
ли в  минимальном объеме деионизированной 
воды (Milli-Q) до  концентрации > 10  мг/мл. 
Капли препаратов белка помещали между кон-
цами покрытых воском стеклянных капилляров 
(диаметром около 1 мм), разделенных пример-
но на  1.5  мм, для дальнейшего высушивания 
на воздухе. Это необходимо для выравнивания 
фибрилл в  том случае, если они присутству-
ют в  образце. Буферные растворы (контроль) 
помещали в  специальные стеклянные капил-
ляры “для рентгеновской дифракции”. Диф-
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ракционные изображения получены c  исполь-
зованием генератора Microstar X-ray с оптикой 
HELIOX, оснащенного CCD-детектором Plati-
num135 (X8 Proteumsystem, “Bruker AXS”, Гер-
мания). Использовали Cu  Kα-излучение с λ  = 
1.54 Å (1 Å = 0.1 нм). Образцы располагали под 
прямым углом к рентгеновскому лучу с исполь-
зованием четырехосного каппа-гониометра. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
ДСН-электрофорез и Вестерн-блотинг титина 

скелетных мышц кролика 

На  рис.  1а  представлены результаты ДСН-
ЭФ в 7%-ном полиакриламидном геле, приго-
товленном по методу [33], препаратов очищен-
ного скелетномышечного титина (две правые 

дорожки), а  также экстракта белков m. soleus 
в  качестве контроля (левая дорожка). Препа-
раты титина содержали около 10% низкомоле-
кулярной примеси, т.  е. чистота выделенного 
белка составила ~90%. На рис. 1б представлена 
картина Вестерн-блотинга титина после ДСН-
ЭФ  в  2.2%-ном укрепленном агарозой полиа-
криламидном геле, согласно [32]. Видно, что 
препараты скелетномышечного титина соответ-
ствуют по  молекулярной массе Т2-фрагменту 
этого белка. Методом Вестерн-блотинга с  ис-
пользованием моноклональных антител АВ5 
к  участку молекулы титина, расположенному 
около М-линии саркомера (рис.  1б), и  9D10 
к  PEVK-фрагменту титина, расположенному 
в  I-зоне саркомера (рис.  1в, правая дорожка), 
подтверждено, что выделенный белок является 
титином. 

m. soleus Титин
а в

Т1
Т2 Т2 (Т2)Титин

Небулин

ТЦМ

Актин

б
m. soleus      Титин

Титин

Рис. 1. ДСН-гель-электрофорез и Вестерн-блотинг титина скелетных мышц кролика. а – ДСН-ЭФ препарата очи-
щенного титина (две правые дорожки). Левая дорожка – m. soleus кролика (контроль). Электрофорез проведен 
в 7%-ном полиакриламидном геле. Указаны полосы актина, тяжелых цепей миозина (ТЦМ), небулина и титина. 
б – Вестерн-блотинг титина с использованием моноклональных антител АВ5. Электрофорез проведен в 2.2%-ном 
полиакриламидном геле, укрепленном агарозой. Левая дорожка – m. soleus кролика (контроль). Две правые дорож-
ки – очищенные препараты титина. в – ДСН-ЭФ в 7%-ном полиакриламидном геле препарата очищенного титина 
(дорожка слева) и Вестерн-блотинг титина с использованием моноклональных антител 9D10 (дорожка справа). 
Т1 – полноразмерные молекулы титина, расположенные в саркомере от M-линии до Z-диска. Т2 – фрагменты 
титина-1, расположенные в А-диске саркомера вдоль миозиновых нитей. 

АСМ агрегатов скелетномышечного титина

Как показано ранее методом АСМ, глад-
комышечный титин способен формировать 
аморфные агрегаты [28]. С помощью АСМ нами 
обнаружено, что в  растворе, содержащем 200 
мМ  KCl, 10  мM  имидазол, pH  7.0, титин ске-
летных мышц кролика формирует структуры, 

напоминающие губку. Нити этих агрегатов име-
ли в основном высоту 4–5 нм (рис. 2б). По дан-
ным АСМ в растворе, содержащем 0.15 М гли-
цин-KOH, рН 7.0, агрегаты скелетномышечного 
титина выглядели как ветвящиеся цепочки, со-
стоящие из  сферических агрегатов диаметром 
около 100–200 нм и высотой 20–60 нм (рис. 2а). 



318 БОБЫЛЁВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

а

0

10

20

30

40

250

200

150

100

50

0
100
50

0y,
 н

м

нм

−50
100 20 30

x, мкм

мкм

40 50

100 20 30 40 50
0

2

4

6

8

10

150

120
100

80
60
40

0
40
20

0

y,
 н

м

нм

50
x, мкм

мкм

10

100 20 30 40 50

б

0

2

4

6

8

20

16
18

14

8

12
10

4
2

6

015
10
5
0y,

 н
м

нм
20

16
18

14

8

12
10

4
2

6

0

нм
−5

20 4 6
x, мкм

мкм

8 10

20 4 6 8
0

1

2

3

4
15
10
5
0

y,
 н

м

20
x, мкм

мкм

431

10 2 3 4

Рис. 2. Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина. а – Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина в рас-
творе 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0; квадраты 50 и 10 мкм2. б – Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина 
в растворе 200 мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0; квадраты 10 и 4.5 мкм2. Время формирования агрегатов при 
4 °С – 24 ч. 

Исследование связывания агрегатов 
скелетномышечного титина с красителем 

тиофлавином Т

В  ходе эксперимента мы  измеряли интен-
сивность флуоресценции ТТ  в  присутствии 
агрегатов титина, сформированных после 
24  ч  агрегации в  растворах, содержащих KCl 
или глицин (рис.  3а). Интенсивность флуо-
ресценции ТТ в присутствии агрегатов титина, 
сформированных в растворе, содержащем KCl, 
не возрастала и была даже ниже по сравнению 
с интенсивностью в присутствии молекулярной 
формы титина (рис. 3а). Интенсивность флуо-
ресценции ТТ в присутствии агрегатов титина, 
сформированных в растворе, содержащем гли-
цин, была значительно выше, чем в присутствии 
молекулярной формы титина (рис. 3а). Связы-

вание ТТ  с  “глицин-агрегатами” титина под-
тверждает их амилоидную природу. 

ИК-Фурье-спектроскопия агрегатов 
скелетномышечного титина

Вторичную структуру двух типов агрегатов 
скелетномышечного титина мы изучали с помо-
щью ИК-Фурье-спектроскопии. На рис. 3б пред-
ставлены данные ИК-спектроскопии с  пре-
образованием Фурье, полученные при 20  °C. 
Экспериментальные данные анализировали, 
следуя принципам, описанным в работе [36]. 

Из полученных данных видно, что образцы 
титина содержат большой процент неупорядо-
ченной структуры, и в процессе агрегации ко-
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личество неупорядоченности растет (табл.  1). 
Отдельно стоит указать, что в агрегатах титина, 
сформированных в растворе, содержащем KCl, 

отсутствуют α-спиральные участки и увеличен 
процент β-складок по сравнению с неагрегиро-
ванной формой белка (табл. 1).
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Рис. 3. а – Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии титина и агрегатов этого белка, сформированных в те-
чение 24 ч в растворах, содержащих 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 (4, фиолетовый цвет) и 200 мМ KCl, 10 мM ими-
дазол, pH 7.0 (2, зеленый цвет). Красный цвет (3) – интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии молекуляр-
ной формы титина; б – ИК-Фурье-спектры титина и его агрегатов при 20 °C. Концентрация белка 36–42 мг/мл. 
Неагрегированный скелетномышечный титин (1, черный цвет). Агрегаты скелетномышечного титина, сформиро-
ванные в растворе 200 мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0 (2, красный цвет). Агрегаты скелетномышечного титина, 
сформированные в растворе 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 (3, зеленый цвет). 

Таблица 1. Содержание вторичных структур в образцах титина и его агрегатах* 

Образец α-Спираль, % β-Участок, % Неупорядоченная структура, %

Титин 32 ± 2.0 14 ± 1.0 54 ± 2.0

Агрегаты титина (0.15 М глицин-КОН) 14 ± 1.0 6 ± 1.0 80 ± 3.0

Агрегаты титина (200 мМ KCl) 0 32 ± 1.5 68 ± 2.0

*Представлены результаты двух экспериментов. ИК-спектр препаратов белка измеряли не менее 8 раз, чередуя 
с измерением спектра буфера. 

Молекулярный титин имеет спектр погло-
щения с  широкой полосой амида I’ с  макси-
мумом при ~1637 см-1  (рис.  3б, кривая черно-
го цвета). Агрегаты титина, сформированные 
в  KCl-содержащем растворе, имеют спектр 
полосы амида I‘ с  двумя пиками одинаковой 
интенсивности (одинаковыми по  амплитуде) 
с  максимумами при ~1619 и  ~1670 см-1  соот-
ветственно (рис.  3б, кривая красного цвета). 
Агрегаты титина, сформированные в  глицин-
содержащем растворе, напротив, имеют спектр 
с  более узкой полосой амида I’ с  максимумом 
при 1663 см-1  (рис.  3б, кривая зеленого цвета) 
и дополнительный низкоинтенсивный пик (сла-
бый по амплитуде пик) при 1627 см-1. 

Исследование агрегатов скелетномышечного 
титина методом рентгеновской дифракции 

С  помощью метода дифракции рентгенов-
ских лучей в агрегатах титина, сформированных 
в  растворе, содержащем глицин, выявили сле-
дующие значения рефлексов: 5.9; 4.6; 4.3; 3.8; 
3.6; 3.1; 3.04; 2.97; 2.8; 2.6; 2.53; 2.43 Å (рис. 4а); 
в агрегатах белка, сформированных в растворе, 
содержащем KCl, выявлены следующие значения 
рефлексов: 18.5; 12.5; 4.1; 3.7; 2.9; 2.48 Å (рис. 4б). 
Ярко выраженный рефлекс 4.6 Å у агрегатов ти-
тина, сформированных в  глицинсодержащем 
растворе, характеризует расстояние между поли-
пептидными цепями в кросс-β-структуре амило-
идных белков [37–40]. 
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Рис. 4. Рентгеновская дифракция агрегатов титина скелетных мышц кролика после 24 ч агрегации. а – Карти-
на рентгеновской дифракции аморфных агрегатов титина, сформированных в растворе, содержащем 0.15 М гли-
цин-КОН, рН 7.0. Обнаружены следующие рефлексы: 5.9; 4.6; 4.3; 3.8; 3.6; 3.1; 3.04; 2.97; 2.8; 2.6; 2.53; 2.43 Å. Реф-
лекс ~4.6 Å относится к элементу кросс-β-структуры и характеризует расстояние между полипептидными цепями; 
б – Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов титина, сформированных в растворе, содержащем 200 
мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0. Обнаружены следующие рефлексы: 18.5; 12.5; 4.1; 3.7; 2.9; 2.48 Å. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Молекулярная масса очищенного скелет-

номышечного титина составила ~2000 кДа, что 
соответствует так называемому Т2-фрагменту 
титина  – основной части молекулы, взаимо-
действующей в  А-зоне саркомера с  миозино-
выми нитями. При этом молекулярная масса 
части молекул титина, по  всей вероятности, 
была больше, поскольку молекулы содержат 
PEVK-участок титина (рис. 1в, окраска антите-
лами 9D10), расположенный в I-зоне саркомера. 
Таким образом, на  данный момент это самый 
большой белок, обладающий способностью 
формировать амилоидоподобные агрегаты. 

При подборе условий агрегации скелет-
номышечного титина мы  руководствовались 
более ранними данными, полученными нами 
для гладкомышечного титина [28]. В  частно-
сти, обнаружено, что в  растворах 0.15  M  гли-
цин-KOH, pH  7.0  и  200 мМ  KCl, 10  мМ  ими-
дазол, pH 7.0 две изоформы гладкомышечного 
титина (500 и ~1500 кДа) формируют аморфные 
агрегаты разной морфологии. Агрегаты подоб-
ной морфологии формирует в  этих растворах 
и титин скелетных мышц кролика (рис. 2). 

Обсуждая полученные результаты, следу-
ет обратить внимание на  то, что ветвящиеся 
структуры, подобные “глицин-агрегатам” ске-
летномышечного, а  также гладкомышечного 
титина, найдены у белка Pmel17, который фор-
мирует функциональные амилоиды [41]. Изу-
чая полиморфизм домена RPT белка Pmel17, 
обнаружили возможность двух разных путей 

агрегации данного домена, которые демон-
стрируют полиморфизм при кислых значениях 
pH. В диапазоне значений рН 4.5–6 агрегация 
RPT-домена протекает по типичному механиз-
му, зависящему от  зародышеобразования, что 
приводит к образованию высокоупорядоченных 
богатых β-складчатостью изогнутых нитевид-
ных фибрилл. При этом при рН < 4.5 агрегация 
происходит посредством быстрого процесса по-
лимеризации, независимого от зародышеобра-
зования, который дает дендритные агрегаты, 
имеющие более низкую степень внутренней 
упаковки. Эти дендритные наноструктуры мо-
гут быть преобразованы в  более стабильные 
фибриллы путем изменения pH. Поразитель-
ное морфологическое сходство агрегатов RPT-
домена функционального амилоидного белка 
Pmel17 и титина указывает на возможные сход-
ные механизмы укладки их молекул. 

Однако титин, в отличие от Pmel17, форми-
рует различные агрегаты не в зависимости от из-
менения рН среды, а в зависимости от ионной 
силы раствора. При этом главные особенно-
сти двух типов агрегатов скелетномышечного 
и  гладкомышечного титина, сформированных 
в разных растворах, заключаются в наличии или 
отсутствии у них амилоидных свойств. Так, из-
учение связывания агрегатов и гладкомышечно-
го [28], и скелетномышечного (рис. 3а) титина 
с красителем ТТ показало, что с ТТ связывают-
ся только агрегаты, сформированные при более 
низкой ионной силе в  растворе, содержащем 
глицин, но не “KCl-агрегаты”. Из этого следует, 
что агрегаты титина, сформированные в раство-
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ре с глицином, являются амилоидными, в отли-
чие от агрегатов второго типа. Этот вывод под-
тверждается результатами проведенного нами 
изучения структуры двух типов агрегатов титина 
методом рентгеновской дифракции. Известно, 
что амилоидные белки имеют специфическую 
кросс-β-структуру, дифракционная картина 
которой, полученная методом рентгеновской 
дифракции, характеризуется наличием двух 
рефлексов: ~10–12  и  ~4.6–4.8  Å  [37, 40]. Реф-
лекс ~10 Å указывает на расстояние между β-ли-
стами, а рефлекс ~4.6 Å – на расстояние между 
полипептидными цепями в  кросс-β-структу-
ре. Ярко выраженный “амилоидный” рефлекс 
4.6 Å наблюдается у агрегатов скелетномышеч-
ного титина, сформированных в  растворе, со-
держащем глицин, а  не  KCl (рис.  4). Второй 
“амилоидный” рефлекс отсутствует. Подобные 
результаты получены ранее для амилоидных 
фибрилл некоторых форм α-синуклеина, у ко-
торых методом рентгеновской дифракции также 
обнаружен только один рефлекс (4.6 Å) [42]. Та-
ким образом, учитывая данные по связыванию 
“глицин-агрегатов” скелетномышечного тити-
на с TТ, а также данные рентгеновской дифрак-
ции, можно заключить, что эти агрегаты титина 
являются амилоидными или амилоидоподобны-
ми. Отсутствие у этих агрегатов рефлекса 10 Å, 
характеризующего расстояние между β-листа-
ми, может указывать на  большое содержание 
неструктурированных участков, что и  обнару-
жено в наших экспериментах методом ИК-Фу-
рье-спектроскопии (табл. 1). 

У агрегатов титина, сформированных в рас-
творе, содержащем KCl, присутствовали реф-
лексы 12.5  и  18.5  Å  (рис.  4б). Природа этих 
рефлексов не  ясна. Отсутствуют публикации, 
подтверждающие, что подобные рефлексы ука-
зывают на амилоидную природу фибрилл/агре-
гатов белка. Этот факт и то, что “KCl-агрегаты” 
титина не связывают ТТ, указывают на их неа-
милоидную природу. 

Для обоих агрегатов скелетномышечного 
титина получены и  другие рефлексы, поми-
мо описанных. В  частности, 2.4; 2.9; 3.1; 3.7; 
3.8; 4.3; 4.6  Å  (рис.  4а), обнаруженные ранее 
у агрегатов гладкомышечного титина, сформи-
рованных в растворе, содержащем глицин [28], 
и  рефлексы 3.7; 2.5  Å  (рис.  4б) у  агрегатов ти-
тина, сформированных в  растворе, содержа-
щем KCl [28]. Часть рефлексов, не относящихся 
к кросс-β-структуре, мы постарались идентифи-
цировать и описали ранее [43]. 

Необходимо отдельно обсудить данные, по-
лученные с  помощью ИК-Фурье-спектроско-
пии. Амилоидные фибриллы и  нативные бел-

ки с конформацией β-листа имеют максимумы 
в  пределах двух характерных, хотя и  частично 
перекрывающихся, спектральных областей [44]. 
Диапазон спектра, характерный непосредствен-
но для амилоидных фибрилл, находится в пре-
делах от 1611 до 1630 см-1, тогда как нативные 
белки со структурой β-листа имеют пики ами-
да I’ в  пределах между 1630 и  1643 см-1. Кро-
ме того, существуют также различия в  форме 
полосы амида I’, поскольку нативные белки 
со  структурой β-листа имеют более широкие 
максимумы [44]. В  нашем случае скелетномы-
шечный титин в неагрегированной форме имеет 
спектр поглощения с широкой полосой амида I’ 
и с максимумом при ~1637 см-1, что характери-
зует его как нативный белок со структурой β-ли-
ста (рис. 3б, черная кривая). Фибриллы титина, 
сформированные в растворе, содержащем KCl, 
дают спектр полосы амида I’ с  двумя пиками 
одинаковой интенсивности: 1619 и  1670 см-1 

(рис.  3б, красная кривая). Пик с  максимумом 
~1619 см-1 относится к “амилоидным”, однако 
по форме он очень широкий. Учитывая данные 
рентгеновской дифракции, не выявившие “ами-
лоидные” рефлексы у “KCl-агрегатов” титина, 
а  также отсутствие связывания этих агрегатов 
с  ТТ, можно предположить, что наличие мак-
симума ~1619 см-1 может указывать на межмо-
лекулярную водородную связь при отсутствии 
амилоидной структуры. Подобные структурные 
изменения могут быть следствием мисфолдинга, 
известного для отдельных доменов титина [45].

Фибриллы титина, сформированные в рас-
творе, содержащем глицин, помимо основно-
го пика с  максимумом 1663 см-1, имеют явно 
выраженный низкоинтенсивный пик (слабый 
по амплитуде) на 1627 см-1 (рис. 3б, зеленая кри-
вая). Этот пик соответствует характеристикам 
амилоидных агрегатов, при этом он не являет-
ся основным, поэтому можно предположить, 
что амилоидную структуру в  “глицин-агрега-
тах” титина имеют лишь отдельные участки его 
молекул при формировании соответствующих 
межмолекулярных связей. И количество таких 
участков незначительно. 

Таким образом, совокупность полученных 
нами разными методами данных может указы-
вать на  то, что амилоидные агрегаты титина, 
сформированные в растворе, содержащем гли-
цин, относятся к  амилоидоподобным. Полу-
ченные данные об агрегации скелетного титина 
расширяют наши знания о процессе амилоид-
ной агрегации белков. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда 
(№ 22-24-00805). 
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Titin is a multidomain protein of striated and smooth muscles of vertebrates. The protein consists of repeat-
ing immunoglobulin-like (Ig) and fibronectin-like (FnIII) domains, which are β-sandwiches with a pre-
dominant β-structure, and also contains disordered regions. In  this work, the methods of  atomic force 
microscopy (AFM), X-ray diffraction and Fourier transform infrared spectroscopy were used to study the 
morphology and structure of aggregates of rabbit skeletal muscle titin obtained in two different solutions: 
0.15 M glycine-KOH, pH 7.0 and 200 mM KCl, 10 mM imidazole, pH 7.0. According to AFM data, skeletal 
muscle titin formed amorphous aggregates of different morphology in the above two solutions. Amorphous 
aggregates of titin formed in a solution containing glycine consisted of much larger particles than aggregates 
of  this protein formed in a  solution containing KCl. The “KCl-aggregates” according to AFM data had 
the form of a “sponge”-like structure, while amorphous “glycine-aggregates” of titin formed “branching” 
structures. Spectrofluorometry revealed the ability of titin “glycine aggregates” to bind to the dye thioflavin 
T (TT), and X-ray diffraction revealed the presence of one of the elements of the amyloid cross β-structure, 
a  reflection of ~4.6 Å, in  these aggregates. These data indicate that the “glycine-aggregates” of  titin are 
amyloid or amyloid-like. No similar structural features were found in titin “KCl-aggregates”; they also did 
not show the ability to bind to  thioflavin T, indicating the non-amyloid nature of  these titin aggregates. 
Fourier transform infrared spectroscopy revealed differences in  the secondary structure of  the two types 
of titin aggregates. The data obtained demonstrate the features of structural changes during the formation 
of intermolecular bonds between molecules of the giant titin protein during its aggregation. The data expand 
the understanding of the process of amyloid protein aggregation.
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