
 

 

ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ 

НАУКИ ИНСТИТУТ ТЕОРЕТИЧЕСКОЙ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ  

БИОФИЗИКИ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК  

 

 

На правах рукописи 

 

 

Бобылёв Александр Геннадьевич  

 

 

 

АМИЛОИДНАЯ АГРЕГАЦИЯ МЫШЕЧНЫХ БЕЛКОВ  

СУПЕРСЕМЕЙСТВА ИММУНОГЛОБУЛИНОВ  

 

 

1.5.2. – Биофизика  

 

 

Диссертация на соискание ученой степени 

доктора биологических наук 

 

 

Научный консультант: д.б.н. Вихлянцев Иван Милентьевич  

 

 

 

 

г. Пущино 

2026  

  



2 

 

 

ОГЛАВЛЕНИЕ  

 

СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ      8 

ВВЕДЕНИЕ           11 

Актуальность темы исследования        11 

Цель и задачи диссертационной работы       13 

Методология и методы диссертационного исследования     14 

Научная новизна           15 

Положения, выносимые на защиту        16 

Степень достоверности результатов        17 

Апробация результатов работы        18 

Личный вклад автора          18 

Степень разработанности проблемы        20 

Теоретическая значимость работы        21 

Практическая значимость работы        21 

Публикации           21 

Структура и объем работы         22 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ       23 

1.1. АГРЕГАЦИЯ БЕЛКОВ        23 

1.1.1. Процесс агрегации белков       23 

1.1.2. Механизмы агрегации         25 

1.1.3. Факторы, влияющие на агрегацию      27 

1.1.3.1. Особенности структуры белка       27 

1.1.3.2. Гликирование и гликозилирование       29 

1.1.3.3. Дезаминирование         30 

1.1.3.4. Химическое воздействие       30 

1.1.3.5. Температура         30 

1.1.3.6. Условия раствора         31 

1.1.3.7. Различные соединения        33 

1.1.3.8. Перемешивание          33 

1.1.3.9. Воздействие света        34 



3 

 

 

1.1.3.10. Высушивание и концентрирование      35 

1.1.3.11. Воздействие ультразвуком       35 

1.1.4. Стадии агрегации белка        35 

1.1.4.1. Олигомеризация / зародышеобразование     37 

1.1.4.2. Экспоненциальный рост и фаза насыщения    39 

1.1.5. Энергетический ландшафт сворачивания и агрегации белков  41 

1.1.6. Амилоидная агрегация, особенности      44 

1.1.7. Полиморфизм амилоидных агрегатов      47 

1.1.8. Методы изучения амилоидной агрегации белков    49 

1.2. РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ АМИЛОИДНЫХ БЕЛКОВ   58 

1.2.1. Амилоидные фибриллы при различных заболеваниях    58 

1.2.2. Классификация амилоидозов       59 

1.2.3. Функциональные амилоиды       64 

1.3. МУЛЬТИДОМЕННЫЕ МЫШЕЧНЫЕ БЕЛКИ  

СУПЕРСЕМЕЙСТВА ИММУНОГЛОБУЛИНОВ     78 

1.3.1. Обоснование выбора объекта исследования     78 

1.3.2. Титин: структура и функции       80 

1.3.2.1. Роль титина в мышечных клетках      80 

1.3.2.2. Структура титина и его функции      82 

1.3.2.3. Гладкомышечные изоформы титина      85 

1.3.3. Миозин-связывающий белок С       86 

1.3.4. Изучение агрегации титина и С-белка      89 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ      92 

2.1. Экспериментальный материал       92 

2.2. Выделение и очистка мышечных белков      92 

2.2.1. Выделение титина из желудков курицы     92 

2.2.2. Выделение С-белка из скелетных мышц кролика    93 

2.2.3. Выделение актина из скелетных мышц кролика    95 

2.3. ДСН гель-электрофорез титина и С-белка     96 

2.4. Масс-спектрометрия образцов титина и С-белка    97 

2.5. Вестерн-блот анализ очищенных образцов титина и С-белка  98 



4 

 

 

2.6. Лиофилизация титина, С-белка и их агрегатов     98 

2.7. Условия формирования агрегатов титина и С-белка    99 

2.8. Динамическое рассеяние света       100 

2.9. Просвечивающая электронная микроскопия     101 

2.10. Атомно-силовая микроскопия       102 

2.11. Флуоресцентный анализ с красителем тиофлавином Т   103 

2.12. Круговой дихроизм         103 

2.13. Инфракрасная спектроскопия с преобразованием Фурье   104 

2.14. Синхротронное малоугловое рентгеновское рассеяние   105 

2.15. Рентгеновская дифракция        106 

2.16. Дифференциальная сканирующая калориметрия    106 

2.17. Исследование цитотоксичности       107 

2.18. Конфокальная микроскопия       107 

2.19. Световая микроскопия        108 

2.20. Исследование влияния амилоидных агрегатов титина на адгезию  

фибробластов          108 

2.21. Расчет идентичности аминокислотной последовательности и 

неструктурированных участков титина и C-белка      109 

2.22. Статистическая обработка данных      110 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ        111 

3.1. ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФОЛОГИИ И ДИНАМИКИ  

АГРЕГАЦИИ ГМТ И С-БЕЛКА       111 

3.1.1. Идентификация ГМТ и С-белка       111 

3.1.1.1. ДСН-гель электрофорез, вестерн-блоттинг и ВЭЖХ-МС/МС С-белка 111  

3.1.1.2. ДСН-гель электрофорез, вестерн-блоттинг и ВЭЖХ-МС/МС  

гладкомышечного титина        113 

3.1.2. Исследование динамики агрегации ГМТ и С-белка методом ДРС  114 

3.1.2.1 Исследование динамики агрегации ГМТНМИ    114 

3.1.2.2 Исследование динамики агрегации ГМТВМИ    116 

3.1.2.3 Исследование динамики агрегации С-белка     119 

3.1.3. Исследование морфологии агрегатов ГМТ и С-белка   121 



5 

 

 

3.1.3.1. Исследование морфологии агрегатов ГМТНМИ  

методами ПЭМ и АСМ         121 

3.1.3.2. Исследование морфологии агрегатов ГМТВМИ  

методами ПЭМ и АСМ         123 

3.1.3.3. Исследование морфологии агрегатов С-белка  

методами ПЭМ и АСМ         126 

3.2. ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ И АМИЛОИДНЫХ  

СВОЙСТВ ГЛАДКОМЫШЕЧНОГО ТИТИНА И  

СКЕЛЕТНОМЫШЕЧНОГО С-БЕЛКА      128 

3.2.1. Исследование амилоидных свойств ГМТ и С-белка    128 

3.2.1.1. Исследование агрегатов С-белка и ГМТ  

методом рентгеновской дифракции       128 

3.2.1.2. Исследование связывания агрегатов С-белка и ГМТ  

с красителем ТТ          129 

3.2.2. Исследование изменения вторичной структуры  

ГМТ и С-белка при агрегации        131 

3.2.2.1. Исследование изменения вторичной структуры  

ГМТ и С-белка при агрегации методом КД      131 

3.2.2.2. Исследование вторичной структуры ГМТ методом  

ИК-Фурье спектроскопии        133 

3.2.3. Исследование структуры ГМТ и С-белка методом СМУРР  136 

3.2.3.1. Исследование структуры ГМТНМИ методом СМУРР   136 

3.2.3.2. Исследование структуры ГМТВМИ методом СМУРР   137 

3.2.3.3. Исследование структуры С-белка методом СМУРР   139 

3.2.4. Исследование денатурационной стабильности ГМТВМИ  

методом ДСК          142 

3.3. ИЗУЧЕНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ ОБРАЗОВАНИЯ  

ОЛИГОМЕРОВ ГМТ И С-БЕЛКА       143 

3.3.1. Изучение олигомеров С-белка       143 

3.3.2. Изучение олигомеров ГМТ       145 

3.4. ИССЛЕДОВАНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ ФОРМИРОВАНИЯ  



6 

 

 

ДВУХ ТИПОВ АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ ГМТНМИ    149 

3.4.1. Сравнительное изучение морфологии двух типов агрегатов ГМТНМИ 149 

3.4.1.1 Изучение морфологии двух типов агрегатов ГМТНМИ методом ПЭМ 149 

3.4.1.2 Изучение морфологии двух типов агрегатов ГМТНМИ методом АСМ 150 

3.4.2. Сравнительное изучение обратимости агрегации ГМТНМИ   152 

3.4.3. Изучение амилоидной природы двух типов агрегатов ГМТНМИ  154 

3.4.3.1. Исследование агрегатов ГМТНМИ методом  

рентгеновской дифракции        154 

3.4.3.2. Исследование связывания агрегатов ГМТНМИ с красителем ТТ  155 

3.4.4. Изучение вторичной структуры двух типов агрегатов ГМТНМИ  156 

3.4.5. Изучение структуры двух типов агрегатов ГМТНМИ  

методом СМУРР          158 

3.5. СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ  

ГМТ И С-БЕЛКА          159 

3.5.1. Идентификация рефлексов, полученных методом  

рентгеновской дифракции         159 

3.5.2. Особенность основных «амилоидных» рефлексов,  

полученных для агрегатов исследуемых белков     163 

3.6. РАСЧЕТ ИДЕНТИЧНОСТИ АМИНОКИСЛОТНОЙ  

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ МЕЖДУ ПАРАМИ ДОМЕНОВ  

И НЕСТРУКТУРИРОВАННЫХ УЧАСТКОВ ГМТ И С-БЕЛКА  164 

3.6.1. Расчет идентичности аминокислотной последовательности  

между парами доменов титина и С-белка      164 

3.6.2. Расчет идентичности аминокислотной последовательности  

между парами доменов I-зоны N2B и N2BA-изоформ титина   167 

3.6.3. Расчет неупорядоченных участков в молекуле титина и С-белка  169 

3.7. ИССЛЕДОВАНИЕ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ  

АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ ГМТ И С-БЕЛКА НА КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК 171 

3.7.1. Изучение цитотоксического действия амилоидных 

агрегатов ГМТ и С-белка         171 

3.7.2. Изучение влияния амилоидных агрегатов ГМТ на актиновый  



7 

 

 

цитоскелет гладкомышечных клеток       173 

3.7.3. Изучение влияния поверхности, покрытой амилоидными  

агрегатами ГМТ, на адгезию фибробластов      175 

3.7.4. Изучение морфологии и наноструктуры поверхностей,  

покрытых амилоидными агрегатами ГМТ, методом АСМ   178 

ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ      180 

4.1. ОСОБЕННОСТИ ДИНАМИКИ АГРЕГАЦИИ,  

МОРФОЛОГИИ И СТРУКТУРЫ АГРЕГАТОВ ГМТ И С-БЕЛКА  180 

4.2. ВОЗМОЖНАЯ ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РОЛЬ АГРЕГАТОВ ТИТИНА  

И С-БЕЛКА В ОРГАНИЗМЕ И МЕХАНИЗМЫ ЗАЩИТЫ ОРГАНИЗМА  

ОТ ПАТОЛОГИЧЕСКОЙ АГРЕГАЦИИ ЭТИХ БЕЛКОВ    197 

4.2.1. Связь механической жесткости со структурными  

особенностями амилоидных агрегатов      197 

4.2.2. Агрегационные свойства титина in vitro и in vivo. Механизмы защиты  

клеток от агрегации титина        202 

4.3. ВОЗМОЖНЫЙ МЕХАНИЗМ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ  

АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ ГМТ       204 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ          209 

ВЫВОДЫ           211 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ        212 

 

  



8 

 

 

СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ  

 

AA – амилоид, образованный из сывороточного белка А 

Aβ2M – амилоид, образованный из β2-микроглобулина 

AFib – амилоид, образованный из фибриногена А 

AGel – амилоид, образованный из гелсолина 

AH – амилоид, образованный из тяжелой цепи иммуноглобулина 

AL – амилоид, образованный из легкой цепи иммуноглобулина  

ALECT2 – амилоид, образованный из Фактор-2 хемотаксиса лейкоцитов  

ALys – амилоид, образованный из лизоцима 

ASem1 – амилоид, образованный из Семеногелина 1 

ATTR – амилоид, образованный из транстиретина 

CH2 – домен иммуноглобулина M  

CH3 – домен иммуноглобулина M  

Fab (англ. – fragment antigen binding) – участок связывания антигена 

Fc (англ. – fragment crystallizable region) – кристаллизующийся фрагмент 

иммуноглобулина  

FnIII – фибронектин-подобный домен  

His – гистидин (аминокислота) 

IAPP – островковый амилоидный полипептид 

Ig – иммуноглобулин-подобный домен  

IL (англ. – interleukin) – интерлейкин 

ISA (англ. – International Society of Amyloidosis) – Международное общество 

амилоидоза 

mAb (англ. – monoclonal antibody) – моноклональные антитела 

Met – метионин (аминокислота) 

N2A – скелетная N2A-изоформа титина с м.м. 3300-3700 кДа  

N2B – сердечная N2B-изоформа титина с м.м. 3000 кДа 

N2BA – сердечная N2BA-изоформа титина с м.м. 3200-3350 кДа  



9 

 

 

Off pathway – сворачивание белка «вне пути» (белок утрачивает нативную 

конформацию и формирует неправильно свернутые структуры с последующей 

агрегацией) 

On pathway – сворачивание белка «на пути» (белок приобретает нативную 

конформацию) 

pN – пиконьютон  

PQC (англ. – protein quality control) – контроль качества белка  

RMS – среднеквадратичный параметр шероховатости (среднеквадратичное 

отклонение профиля шероховатости) 

Rh – гидродинамический радиус 

Т2 – протеолитический фрагмент титина, связанный с миозиновыми нитями в А-

диске саркомера, м.м. 2000-2300 кДа.  

Trp – триптофан (аминокислота)  

TTN – ген титина  

VEGF R2 – рецептор фактора роста сосудистого эндотелия, тип 2 

АСМ – атомно-силовая микроскопия 

АТФ – аденозин-5'- трифосфат  

АТФаза – аденозинтрифосфатаза  

БА – болезнь Альцгеймера 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ВНС – вегетативная нервная система 

ГМТВМИ – высокомолекулярная изоформа титина гладких мышц (м.м. ~1500 кДа) 

ГМТНМИ – низкомолекулярная изоформа титина гладких мышц (м.м. ~500 кДа) 

ДРС – динамическое рассеяние света (лазерная корреляционная спектроскопия) 

ДСК – дифференциальная сканирующая калориметрия 

ДСН – додецилсульфат натрия 

ДТТ – дитиотреитол  

ИК-Фурье – инфракрасная спектроскопия с преобразованием Фурье 

кДа – килодальтон  

КК – Конго красный 

крио-ЭМ – криоэлектронная микроскопия 



10 

 

 

ЛММ – легкий меромиозин  

мкм – микрометр  

мМ – миллимоль 

м.м. – молекулярная масса  

мРНК – матричная (информационная) РНК  

МСК ПЗЧ – Мезинхимальные стволовые клетки пульпы зуба человека 

нм – нанометр  

НПВО – нарушенное полное внутреннее отражение 

Па – паскаль 

ПААГ – полиакриламидный гель  

ПНС – периферическая нервная система 

ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия 

РНК – рибонуклеиновая кислота  

С-белок – миозин-связывающий белок С 

СМУРР – синхротронное малоугловое рентгеновское рассеяние 

ТТ – тиофлавин Т 

ТЦМ – тяжелые цепи миозина  

УФ – ультрафиолет 

Ф-актин – фибриллярный актин  

ФМСФ – фенилметилсульфонил фторид 

ФСБ – фосфатный солевой буфер  

ЦНС – центральная нервная система 

ЭГТА – этиленгликоль бис- (β-аминоэтиловый эфир) N,N,N',N-тетрауксусная 

кислота  

ЭДТА  – этилендиаминтетраацетат  

ЯМР – ядерный магнитный резонанс  



11 

 

 

ВВЕДЕНИЕ  

 

Актуальность темы исследования  

Пространственная структура белков имеет важное значение для выполнения ими 

своей функции и, следовательно, для функционирования живой клетки (Tsytlonok et 

al., 2013; Tian, Best, 2016). Однако в ряде случаев белки и пептиды утрачивают свою 

нативную конформацию, что приводит к их неправильному сворачиванию и 

последующей агрегации. Нарушение сворачивания белков является универсальной 

проблемой, затрагивающей как фундаментальные аспекты биофизики, так и 

прикладные области биотехнологии и биомедицины. В частности, белковая агрегация 

признана одной из ключевых проблем при разработке и промышленном производстве 

терапевтических белковых препаратов (Singh et al., 2015; Wang, 2015; Ross, Wolfe, 

2016). 

Помимо технологических аспектов, неправильное сворачивание и агрегация 

белков ассоциированы с рядом патологических состояний, включая системные 

амилоидозы, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, диабет II типа и другие 

(Dobson, 2003; Knowles et al., 2014). Однако известны и функциональные амилоиды, в 

частности, таковые найдены у бактерий, у беспозвоночных животных (белок CPEB у 

Aplysia) и млекопитающих (белок Pmel17 в меланосомах) (Fowler et al., 2006; Si et al., 

2003). И патологические, и функциональные амилоидные агрегаты имеют 

специфическую кросс-β структуру, обладают способностью связываться с 

тиофлавином T и Конго красным (Sunde et al., 1997; Eisenberg, Jucker, 2012). При этом 

патологические амилоиды имеют высокую стабильность – устойчивы к 

ферментативному расщеплению, тогда как функциональные амилоиды способны к 

дезагрегации. Причины этих различий, по-видимому, скрываются в особенностях 

структурных изменений, которые происходят при агрегации тех или иных белков. Для 

выяснения подобных структурных изменений и для более детального 

фундаментального понимания механизмов белковой агрегации требуется 
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комплексный in vitro подход с использованием ряда современных биофизических 

методов.  

Современные представления описывают амилоидогенез как спектр процессов, 

включающих не только формирование фибрилл, но и менее упорядоченных агрегатов, 

имеющих частично амилоидные свойства. В этом контексте особый интерес 

представляют иммуноглобулин-подобные домены (Ig-домены), широко 

представленные в белках суперсемейства иммуноглобулинов (Williams, Barclay, 

1988), к которому относятся и некоторые мышечные белки, в частности, титин и 

миозин-связывающий белок С (С-белок), являющиеся объектами исследования в 

данной работе. Эволюционно Ig-домены сформировались как модули для белок-

белкового взаимодействия и сборки стабильных надмолекулярных комплексов. 

Примерами служат иммуноглобулины адаптивного иммунитета, а также некоторые 

мышечные белки, формирующие основу саркомерного цитоскелета. Благодаря своей 

универсальной структуре Ig-домены обеспечивают специфическое связывание, но 

одновременно обладают «липкой» природой, что делает их склонными к агрегации. 

Однако молекулярные механизмы этой агрегации остаются не ясными. 

Мультидоменные мышечные белки, такие как титин, миозин-связывающий 

белок С и некоторые другие (Н-белок, миомезин, обскурин), состоят из Ig-доменов и 

подобных им фибронектин III-подобных (FnIII) доменов. В поперечно-полосатых 

мышцах эти белки являются важными структурными компонентами 

актинсодержащих и миозинсодержащих нитей, участвующими в формировании 

высокоупорядоченной саркомерной структуры, а также в запуске и регуляции 

мышечного сокращения. В гладких мышцах предполагается аналогичная роль титина 

в поддержании структурно-функциональной целостности сократительного аппарата 

гладкомышечных клеток, несмотря на отсутствие точных данных о локализации этого 

белка. В ряде работ продемонстрирована способность отдельных доменов титина к 

агрегации in vitro в условиях, приближенных к физиологическим (Borgia et al., 2013; 

Wright et al., 2005). Предполагается, что при растяжении саркомера разворачивание 
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Ig-доменов титина раскрывает скрытые гидрофобные участки, что может 

способствовать агрегации (Rief et al., 1997; Minajeva et al., 2001).  

Научный интерес изучения агрегационных свойств вышеуказанных мышечных 

белков связан еще и с тем, что в ряде исследований высказано предположение, что 

укороченные молекулы титина, экспрессирующиеся при развитии дилатационной 

кардиомиопатии, могут не встраиваться в саркомер, а накапливаться в виде 

внутриклеточных агрегатов, которые могут проявлять цитотоксичность и нарушать 

процесс «контроля качества белка» по механизму «пептидного яда» (Herman et al., 

2012; Schafer et al., 2017; Fomin et al., 2021; Kellermayer et al., 2024). Предполагается, 

что и укороченная форма миозин-связывающего белка С, обнаруженная при развитии 

гипертрофической кардиомиопатии, также может участвовать в процессе 

формирования белковых агрегатов, нарушающих работу убиквитин-протеосомальной 

системы в клетке (Sarikas et al., 2005; Zolk et al., 2006; Mearini et al., 2008).  

Однако несмотря на приведенные данные, указывающие, в частности, на 

высокую склонность титина и миозин-связывающего белка С (С-белка) к агрегации, 

до сих пор не установлено, образуются ли in vivo амилоидные агрегаты этих белков, а 

если образуются, то являются ли они функциональными или патологическими? Таким 

образом, вопросы о типе белковых агрегатов (амилоидные/неамилоидные, 

патологические/функциональные) мультидоменных мышечных белков 

суперсемейства иммуноглобулинов, структурных изменениях в этих белках при 

агрегации, а также о роли подобной агрегации в мышечных клетках остаются 

открытыми. Ответы на эти вопросы, скорее всего, скрываются в особенностях 

структурных изменений, которые происходят при агрегации вышеуказанных белков.  

 

Цель диссертационной работы заключалась в проведении комплексного in vitro 

исследования агрегационных свойств гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка для выяснения типа белковых агрегатов и структурных 

изменений при агрегации исследуемых белков.  

 

Задачи диссертационной работы  

1. Исследовать динамику агрегации гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка методом динамического рассеяния света; 
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2. Исследовать морфологические особенности агрегатов гладкомышечного 

титина и скелетномышечного С-белка методом электронной и атомно-силовой 

микроскопии;  

3. Исследовать амилоидную природу агрегатов гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка методом спектрофлуориметрии с использованием 

красителя тиофлавина Т, а также методом рентгеновской дифракции;  

4. Используя различные методы структурного анализа (круговой дихроизм, 

инфракрасную спектроскопию с преобразованием Фурье, синхротронное 

малоугловое рентгеновское рассеяние), исследовать изменения структуры титина и С-

белка при их агрегации;  

5. Исследовать влияние агрегатов титина и С-белка на выживаемость 

гладкомышечных клеток аорты крысы и фибробластов человека. 

 

Методология и методы диссертационного исследования  

Диссертационная работа выполнена с использованием широкого набора 

современных научных методов биофизики и биохимии, таких как: динамическое 

рассеяние света, просвечивающая электронная микроскопия, атомно-силовая 

микроскопия, флуоресцентная спектроскопия с красителем тиофлавин Т, круговой 

дихроизм, ИК-Фурье спектроскопия, рентгеновская дифракция, малоугловое 

рентгеновское рассеяние с использованием синхротронного излучения, 

дифференциальная сканирующая калориметрия, конфокальная микроскопия, 

выделение и очистка мышечных белков, ДСН-гель-электрофорез, вестерн-блот 

анализ, методы биоинформатического анализа, которые являются адекватными и 

соответствуют поставленным целям и задачам. Полученные данные 

проанализированы с использованием современных методов статический обработки.  

С целью проведения комплексного in vitro исследования агрегационных свойств 

титина и С-белка было проведено их выделение из мышечной ткани с последующей 

очисткой методами гель-фильтрационной и ионообменной хроматографии. Выбор С-

белка был сделан на основании того, что он является основным компонентом 

поперечного саркомерного цитоскелета в миофибриллах сердечной и скелетных 

мышц позвоночных животных. Выбор гладкомышечного титина – более 
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низкомолекулярного аналога титина поперечно-полосатых мышц (в которых этот 

белок является основным компонентом продольного саркомерного цитоскелета) был 

сделан с целью минимизации методических сложностей при исследовании гигантских 

молекул данного белка. Миозин-связывающий белок С (С-белок), а также актин были 

получены из скелетных мышц кролика. Эксперименты с использованием данного 

лабораторного животного были одобрены Комиссией по биоэтике и биологической 

безопасности (Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН, 

разрешение № 30 от 10 сентября 2019 г.) в соответствии с Директивой 2010/63/ЕС 

Европейского парламента. Животные были предоставлены виварием ИТЭБ РАН. 

Титин был получен из гладкомышечной ткани желудков курицы. Куриные желудки 

были предоставлены птицефабрикой, расположенной недалеко от города Пущино 

(ООО «Шепиловская птицефабрика»), имеющей все необходимые лицензии на работу 

с животными, в частности, с курами. Для исследования цитотоксичности агрегатов 

гладкомышечного титина и скелетномышечного С-белка были использованы 

культуры клеток фибробластов и гладкомышечных клеток, полученные в 

Лаборатории фармакологической регуляции и клеточной резистентности ИТЭБ РАН.  

 

Научная новизна  

Впервые показано, что гладкомышечный титин и скелетномышечный миозин-

связывающий белок С (С-белок) формируют амилоидные агрегаты с аморфной 

морфологией. Агрегаты образуются за относительно короткие временные интервалы 

(в течение 5-10 мин для С-белка, 20 мин для изоформы гладкомышечного титина с 

м.м. 1500 кДа и в течение 60 мин для изоформы гладкомышечного титина с м.м. 500 

кДа). Методами структурного анализа выявлено, что формирование амилоидной 

кросс-β структуры в агрегатах титина и С-белка происходит на этапе их 

олигомеризации, т.е., на самой начальной стадии процесса агрегации. Высказано 

предположение о наличии внутри олигомеров титина и С-белка участков с кросс-β 

структурой, которые способствуют в дальнейшем формированию более крупные 

агрегатов.  

Впервые обнаружено, что при формировании амилоидных агрегатов титина и С-

белка не происходит изменений в их вторичной структуре. В частности, процент 
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компонентов вторичной структуры (α-спирали, β-участки и неупорядоченная 

структура) остается неизменным при агрегации исследуемых белков. Учитывая, что у 

большинства белков при формировании амилоидных агрегатов происходят изменения 

во вторичной структуре, направленные на увеличение количества β-участков, 

указанное выше свойство исследуемых мышечных белков ставит их в ряд уникальных 

объектов, имеющих отличительные особенности амилоидной агрегации.  

Показано, что процесс агрегации титина является обратимым, в частности, при 

помещении агрегатов титина в раствор с более высокой ионной силой (~0.6 М) 

наблюдалась их дезагрегация. На основании полученных данных предложена 

гипотеза о возможной функциональной роли амилоидной агрегации титина и других 

белков, состоящих из Ig- и FnIII-доменов, в мышечных клетках in vivo.  

При исследовании двух типов амилоидных агрегатов гладкомышечного титина, 

различающихся по морфологии, способности к дезагрегации и по степени связывания 

красителя тиофлавина Т, не было выявлено различий на структурном уровне. Сделан 

вывод, что формирование гладкомышечным титином амилоидных структур 

происходит в первые часы агрегации (появляется четвертичная кросс β-структура), а 

дальнейшее укрупнение агрегатов происходит за счёт взаимодействия между собой 

сформированных амилоидных надмолекулярных структур.  

Впервые показано, что амилоидные агрегаты гладкомышечного титина 

нарушают адгезию гладкомышечных клеток и фибробластов человека. Выдвинуто 

положение, что нарушение адгезии клеток связано с топологическими особенностями 

поверхности, которую формировали амилоидные агрегаты белка и на которой 

находились клетки. Посчитанные значения среднеквадратичной шероховатости 

поверхности, формируемой амилоидными агрегатами титина гладких мышц, были 

сопоставимы с описанными в литературе значениями антиадгезивных поверхностей, 

которые формируют некоторые специально для этого созданные полимеры. Таким 

образом, впервые предложен новый механизм влияния белковых амилоидных 

агрегатов на адгезию и выживаемость клеток. Непосредственного цитотоксического 

действия амилоидных агрегатов гладкомышечного титина и скелетномышечного С-

белка выявлено не было.  
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Положения, выносимые на защиту  

1. Гладкомышечный титин и скелетномышечный С-белок формируют in vitro 

амилоидные аморфные агрегаты с четвертичной кросс-β структурой.  

2. Процесс амилоидной агрегации титина является обратимым.  

3. Формирование амилоидных агрегатов гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка происходит без изменений во вторичной структуре 

белков.  

4. Гладкомышечный титин формирует два типа аморфных амилоидных 

агрегатов.  

5. Амилоидные агрегаты гладкомышечного титина не проявляют 

цитотоксического действия, но нарушают адгезию клеток.  

 

Степень достоверности результатов  

Достоверность результатов диссертационной работы определяется применением 

большого количества современных биофизических методов исследования, 

использованием высококачественных расходных материалов и современного 

передового оборудования. Все эксперименты проводились не менее чем в трёх 

независимых повторах. Результаты, полученные в экспериментах по 

цитотоксичности, статистически оценивались с использованием критерия Манна-

Уитни (U) при доверительной вероятности P ≤ 0,05. Представленные данные 

отражают средние значения (M) и стандартные ошибки (m). Одним из важных 

признаков достоверности является согласованность данных, полученных при анализе 

вторичной структуры белков с использованием двух физически различных методов – 

кругового дихроизма и инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье. 

Применение совокупности методов электронной и атомно-силовой микроскопии, 

флуоресцентного анализа, динамического светорассеяния, кругового дихроизма, ИК-

Фурье спектроскопии и синхротронного малоуглового рентгеновского рассеяния 

обеспечило верификацию полученных результатов при исследовании структурной 

организации белков. Достоверность положений, выносимых на защиту, 

подтверждается их соответствием экспериментально установленным 
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закономерностям, описанным в серии публикаций и воспроизведённым с 

использованием независимых методов анализа.  

 

Апробация результатов работы  

Результаты исследований и основные положения работы были представлены и 

обсуждены на 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, 2020, 2021, 2022); форуме 

«Наука будущего – наука молодых» (Нижний Новгород, 2017); Международных 

Пущинских школах-конференциях молодых ученых «Биология – наука XXI века» 

(Пущино, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020, 2021, 2022); 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); 42-ой Европейской 

мышечной конференции (Amsterdam, Netherlands, 2013); Международной школе-

конференции EMBO «Protein quality control: From mechanisms to disease» (Costa de la 

Calma (Mallorca), Spain, 2019); 64-ой Ежегодной международной конференции 

Biophysical Society (San Diego, California, 2020).  

 

Личный вклад автора  

Автором разработана концепция исследования, сформулированы цели и задачи 

работы. Автор принимал непосредственное участие в планировании экспериментов, 

проведении исследований, анализе и интерпретации результатов, а также в написании 

и подготовке научных публикаций.  

Эксперименты по выделению, очистке и подготовке исследуемых белков, а 

также исследования с использованием электронной микроскопии и флуориметрии 

были выполнены автором самостоятельно или при его непосредственном участии и 

руководстве.  
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Автор лично участвовал в получении и анализе данных, полученных методами 

атомно-силовой микроскопии, динамического светорассеяния, инфракрасной 

спектроскопии с преобразованием Фурье, кругового дихроизма, рентгеновской 

дифракции, а также лично участвовал в экспериментах, проводимых на клеточных 

культурах.  

Исследования методом малоуглового рентгеновского рассеяния с 

использованием синхротронного излучения проведены на Фотонной фабрике 

Национальной лаборатории физики высоких энергий (Цукуба, Япония). 

Исследования молекул и олигомеров гладкомышечного титина методом АСМ 

осуществлялись совместно с лабораторией биофизики и радиационной биологии 

Семмельвейского университета (Будапешт, Венгрия). 

Ряд работ выполнен в кооперации с профильными лабораториями:  

Исследования цитотоксичности – в Лаборатории фармакологической регуляции 

и клеточной резистентности ИТЭБ РАН (рук. к.б.н. Кобякова М.И.). 

ИК-Фурье спектроскопия – совместно с Лабораторией новых методов в 

биологии ФИЦ ПНЦБИ РАН (рук. к.ф.-м.н. Пермяков С.Е.).  

Рентгеновская дифракция – с группой структурных исследований 

макромолекулярных комплексов Института белка РАН (рук. к.ф.-м.н. Габдулхаков 

А.Г.).  

Биоинформатический анализ – с Лабораторией биоинформатики Института 

белка РАН (рук. д.ф.-м.н. Галзитская О.В.). 

Исследования методом ДСК – с группой термодинамики белка Института белка 

РАН (рук. д.ф.-м.н. Потехин А.С.). 

Исследования структуры белковых агрегатов методом АСМ проводились 

совместно с сотрудниками Лаборатории ЯМР-исследований биосистем ИТЭБ РАН 

(рук. к.б.н. Тимченко М.А.) и Лаборатории физики белка Института белка РАН (рук. 

д.ф.-м.н., проф., чл.-корр. РАН Филькенштейн А.В.). 

Исследования микроструктуры поверхности агрегатов титина методом АСМ, 

проводились совместно с сотрудниками Лаборатории наноструктур и нанотехнологий 

ИТЭБ РАН (рук. д.х.н. Шляпников Ю.М.). 
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Исследования процесса агрегации белков методом динамического 

светорассеяния проводились совместно с сотрудниками сектора оптической 

микроскопии и спектроскопии Института биофизики клетки РАН – обособленного 

подразделения ФИЦ ПНЦБИ РАН (рук. д.ф.-м.н. Пеньков Н.В.).  

 

Степень разработанности проблемы  

Исследования агрегационных свойств мышечных белков суперсемейства 

иммуноглобулинов, в том числе титина и С-белка, начались в середине 80-х годов 

прошлого века (Kimura et al., 1984; Bennett et al., 1985; Koretz et al., 1993). В частности, 

в 1993 году в работе (Koretz et al., 1993) впервые была показана способность титина, 

выделенного из скелетных мышц кролика, формировать in vitro пучки линейных 

фибрилл. Амилоидные свойства титина и других белков при этом не изучались. 

Первые исследования типа белковых агрегатов (амилоидные/неамилоидные), 

формируемых мышечными белками суперсемейства иммуноглобулинов, были 

инициированы в начале XXI века сотрудниками ИТЭБ РАН под руководством д.б.н. 

Подлубной З.А. Они впервые показали, что титин, С-белок, Х-белок и Н-белок, 

выделенные из скелетных мышц кролика, способны формировать различные типы 

агрегатов, некоторые из которых проявляли способность связывать такие 

«амилоидные» красители, как Конго красный и тиофлавин Т (Марсагишвили и др., 

2005; Подлубная, Марсагишвили, 2008; Marsagishvili et al., 2005). На основании этих 

данных авторы сделали вывод об амилоидной природе агрегатов исследуемых 

мышечных белков. Однако исследования, направленные на выявление четвертичной 

кросс-β-структуры в агрегатах мышечных белков, проведены не были. За пределами 

понимания также оставался вопрос о структурных изменениях, происходящих в 

молекулах исследуемых белков при формировании агрегатов.  

Известны также исследования, посвященные изучению особенностей агрегации 

отдельных Ig-доменов титина (Wright et al., 2005; Borgia et al., 2015). Было обнаружено 

повышение способности к агрегации отдельных доменов титина в случае увеличения 

более 40% идентичности их аминокислотных последовательностей. Авторы 

высказали предположение о возможных негативных последствиях подобной 

агрегации в мышечных клетках.  
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Таким образом, описанные литературные данные характеризуют мышечные 

белки суперсемейства иммуноглобулинов как интересные объекты для изучения 

процесса белковой агрегации.  

 

Теоретическая значимость работы  

Полученные результаты о формировании амилоидных агрегатов исследуемыми 

мышечными белками расширяют представления о процессе белковой агрегации и, в 

частности, об особенностях амилоидной агрегации белков суперсемейства 

иммуноглобулинов на структурном уровне. Полученные данные углубляют 

представления о возможных различиях между функциональными и патологическими 

амилоидными агрегатами, показывая на примере мультидоменных мышечных белков 

механизм формирования нетоксичных амилоидных агрегатов, способных 

дезагрегировать. Эти знания необходимы для построения молекулярных моделей 

разных типов амилоидной агрегации, что позволит в дальнейшем находить способы 

влияния на процесс амилоидообразования.  

 

Практическая значимость работы  

Практическая ценность работы заключается в том, что полученные данные о 

структурных изменениях в исследуемых мышечных белках при агрегации in vitro 

могут быть использованы в биомедицине, например, для увеличения эффективности 

белковых лекарственных препаратов путём снижения возможной агрегации их 

белковых компонентов. Результаты исследования по влиянию амилоидных агрегатов 

на адгезию клеток могут быть использованы в биомедицине для создания 

специальных антиадгезивных материалов в качестве покрытия для вживляемых 

электродов или электростимуляторов.  

 

Публикации  

Основные положения диссертации опубликованы в 29 печатных работах, в том 

числе в 20 статьях в рецензируемых научных изданиях, рекомендованных 

МИНОБРНАУКИ России для опубликования результатов диссертаций (входят в базы 

данных WoS, Scopus, РИНЦ и RSCI).   
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Структура и объём работы 

Диссертация состоит из разделов: Список использованных сокращений, 

Введение, Обзор литературы, Материалы и методы, Результаты, Обсуждение 

результатов, Заключение, Выводы, Список литературы. Общий объём диссертации 

составляет 301 страница. Диссертация содержит 52 рисунка и 8 таблиц. Список 

цитируемой литературы содержит 717 наименований.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ  

 

1.1. АГРЕГАЦИЯ БЕЛКОВ  

 

1.1.1. Процесс агрегации белков  

 

Белки участвуют практически во всех биологических процессах. Типичная 

клетка млекопитающего экспрессирует от 10 000 до 20 000 различных белков. Белки 

синтезируются на рибосомах в виде цепочек аминокислотных последовательностей и 

в последующем укладываются в уникальные трехмерные структуры. Правильная 

структура белка необходима для выполнения своих биологических функций (Balchin 

et al., 2016). Исследования процесса сворачивания белков и поддержания целостности 

их нативной структуры в различных условиях, под влиянием внешних и внутренних 

факторов, являются проблемами первостепенной важности с биологической и 

медицинской точек зрения. Сворачивание белка – это спонтанный процесс, который 

регулируется гидрофобными взаимодействиями, внутримолекулярными 

водородными связями, силами Ван-дер-Ваальса и другими электростатическими 

взаимодействиями (Dill, 1990; Pace et al., 1996; Nick Pace et al., 2014). Для обеспечения 

правильного сворачивания белка в нативную структуру в аминокислотной 

последовательности белка заложена информация еще на уровне первичной структуры 

полипептидной цепи (догма Анфинсена) (Anfinsen, 1973; Socolich et al., 2005). Сам 

процесс сворачивания белка включает в себя большое количество стадий и 

промежуточных конформаций, характеризующийся различными 

термодинамическими состояниями с локальными минимумами свободной энергии 

(Adamcik, Mezzenga, 2018). Однако из-за недостаточно высокой стабильности 

структуры белка, небольшие изменения, вызванные, к примеру, мутациями, могут 

приводить к нарушению формирования белком правильной структуры (Gershenson et 

al., 2014; Balchin et al., 2016). Неправильно свернутая молекула может 

взаимодействовать с другими неправильно свернутыми молекулами посредством 

межмолекулярных взаимодействий, приводящих к образованию неупорядоченных 

или высокоупорядоченных агрегатов (Dobson, 2003; Selkoe, 2003; Chiti, Dobson, 2006; 
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Chiti, Dobson, 2009; Chiti, Dobson, 2017). Образование токсичных белковых агрегатов 

связано с развитием разных патологий, включая и амилоидозы (Buxbaum, Linke, 2000; 

Dobson, 2004(a); Dobson, 2004(b); Knowles et al., 2014). Таким образом, контроль 

качества белка и поддержание протеомного баланса имеют решающее значение для 

здоровья клеток и организма. Чтобы обеспечить правильное функционирование всех 

белков для поддержания протеостаза (Balch et al., 2008), все живые организмы 

выработали широкий спектр механизмов для обеспечения системы внутриклеточного 

«контроля качества белка» (protein quality control – PQC). Туда входят молекулярные 

шапероны, которые опосредуют сворачивание белков и конформационную 

репарацию, убиквитин-протеасомная система и аутофагия, которые удаляют 

окончательно неправильно свернутые белки и агрегаты. Важно отметить, что 

эффективность работы систем протеостаза снижается во время старения (Labbadia, 

Morimoto, 2015), что способствует возникновению хронических заболеваний, 

вызванных агрегацией белков.  

Агрегация белков была признана одной из основных проблем при разработке и 

коммерциализации успешных лекарственных препаратов на основе белков и пептидов 

(Singh et al., 2015; Wang, 2015; Ross, Wolfe, 2016). В этой связи проблемой может стать 

как обратимая самоассоциация, так и фактически необратимая агрегация. Однако в 

редких случаях самоассоциация белков потенциально может приносить пользу и 

использоваться для стабилизации белков и доставки лекарств (Srinivasan et al., 2013). 

Агрегация белка наблюдается на всех этапах разработки и производства 

белковых продуктов, таких как экспрессия белка (Paul et al., 2015; Ishii et al., 2015), 

очистка (Arakawa et al., 2017), приготовление (Pindrus et al., 2015), розлив готового 

продукта (Nayak et al., 2011), лиофилизация (Roughton et al., 2013) и хранение 

(Connolly et al., 2015). Агрегация белков также может происходить в процессе приёма 

(Shi et al., 2017; Pardeshi et al., 2017; Giannos et al., 2018) или после приёма (Filipe et al., 

2012(c); Nilsson, 2016) белковых продуктов.  

Неблагоприятное влияние агрегации белков на здоровье и безопасность 

пациентов обусловлено повышенной цитотоксичностью белковых агрегатов (Ow, 

Dunstan, 2014). Агрегаты ряда различных белков более иммуногенны, чем их 

мономерные аналоги (Joubert et al., 2016; Ratanji et al., 2016; St Clair et al., 2017), а 
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другие нет (Filipe et al., 2014). Эти противоречивые результаты могут быть связаны с 

различиями в размерах, типах, морфологии, структуре или количестве агрегатов в 

этих исследованиях, как показано для амилоидных агрегатов IgG (Filipe et al., 2012(a); 

Freitag et al., 2015; Bessa et al., 2015; Telikepalli et al., 2015; Abdolvahab et al., 2016; Boll 

et al., 2017; Uchino et al., 2017; Daniels, Randolph, 2018).  

 

1.1.2. Механизмы агрегации  

 

Сворачивание белка – очень сложный процесс и недостаточно изученный. Были 

предложены три классические модели для описания механизмов образования 

промежуточных продуктов сворачивания «на пути» («On-pathway») к нативному 

состоянию белка (Рис. 1 A) (Daggett, Fersht, 2003).  

1. Каркасная или иерархическая модель предполагает, что на начальном этапе 

«на пути» сворачивания происходит образование вторичных структур (α-спираль, β-

лист и повороты) внутри полипептидной цепи за счет образования 

внутримолекулярных водородных связей. Вторичные структуры затем образуют 

промежуточные формы. Этот процесс уже управляется с помощью гидрофобных 

взаимодействий.  

2. Модель «гидрофобного коллапса» предполагает, что гидрофобные 

взаимодействия между неполярными остатками инициируют сворачивание через 

спонтанный коллапс полипептида в компактное состояние («расплавленную 

глобулу») с гидрофобным ядром, которое быстро разрушается до образования 

вторичных структур.  

3. Механизм зародышеобразования представляет собой гибрид иерархической 

модели и модели гидрофобного коллапса, в которых гидрофобные третичные 

взаимодействия консолидируются одновременно с образованием локальных ядер, 

управляемых последовательностью нативных вторичных структур. Таким образом, 

согласно этой модели, третичная структура возникнет как необходимый результат 

вторичной структуры и гидрофобного сворачивания. 

Во многих случаях правильно сложенные функциональные белки требуют 

присутствия более одной субъединицы и, таким образом, формирование 
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четвертичной структуры белка является неотъемлемой частью процесса сворачивания 

(Рис. 1 В). Даже если межмолекулярные взаимодействия ответственны за 

формирование функционального свернутого белка, этот процесс все же считается 

частью сворачивания «на пути».  

 

Рис. 1. А – Схема сворачивания белка «на пути». Преобладают внутримолекулярные 

взаимодействия, и развернутая полипептидная цепь складывается в нативную конформацию 

через промежуточные состояния. Проиллюстрированы также три модели сворачивания для 

развернутой полипептидной цепи: каркасная модель, модель гидрофобного коллапса и 

модель нуклеации-конденсации, которая представляет собой комбинацию двух других 

моделей. Б – Укладка полипептидных цепей «вне пути» сворачивания. Промежуточный 

продукт сворачивания полипептидной цепи образует неправильно свернутые или частично 

неправильно свернутые состояния, между молекулами которых начинают преобладать 

межмолекулярные взаимодействия. Агрегация происходит по одному из двух путей: 

неупорядоченная агрегация, приводящая к образованию аморфных агрегатов без 

определенной формы, или упорядоченная агрегация, приводящая к сборке упорядоченных 

фибриллярных агрегатов, то есть амилоидных фибрилл. В – Межмолекулярные 

взаимодействия между правильно сложенными полипептидными цепями приводят к 

образованию функциональных комплексов нативных белков (четвертичная структура белка) 

(Adamcik, Mezzenga, 2018).   



27 

 

 

Неправильно свернутые структуры белков представляют собой нарушение 

сворачивания «на пути» (Dobson, 2003; Selkoe 2003; Chiti, Dobson, 2006; Chiti, Dobson, 

2017). Во время сворачивания «на пути» для стабилизации внутри свернутого белка 

действуют гидрофобные силы. В случае неправильно свернутых белков гидрофобные 

силы инициируют сворачивание «вне пути» («off-pathway»), приводя к агрегации 

неправильно свернутых белков. В большинстве случаев это происходит за счет 

межмолекулярных неспецифических взаимодействий между агрегированными 

неправильно свернутыми белками, что приводит к образованию аморфных агрегатов, 

которые определяются как супрамолекулярная сборка полипептидных цепей без 

определенной формы (Рис. 1 Б) (Adamcik, Mezzenga, 2018). 

Агрегаты неправильно свернутых белков не всегда образуют неупорядоченные 

структуры. Сворачивание «вне пути» может также приводить к формированию 

высокоупорядоченных агрегатов (Рис. 1 Б). Классическим примером 

высокоупорядоченного агрегата неправильно свернутого белка является амилоидная 

фибрилла.  

Следует отметить, что в последние несколько десятилетий было разработано 

множество моделей агрегации белков (Andrews, Roberts, 2007(a); Morris et al., 2009). 

Основные модели процесса агрегации, описанные выше, могут удовлетворительно 

описать данный процесс для многих белков в определенных условиях. Однако 

универсальной модели агрегации не существует по ряду причин, среди которых, в 

первую очередь, такие: построение модели зависит от аминокислотной 

последовательности белка, стадии агрегации, состава раствора, в котором данный 

белок или пептид находится (Wang, Roberts, 2018).  

 

1.1.3. Факторы, влияющие на агрегацию  

 

1.1.3.1. Особенности структуры белка  

 

Понимание причин агрегации белков в организме и факторов, влияющих на этот 

процесс, крайне важно. Также важно учитывать факторы, влияющие на агрегацию при 

работе с белками in vitro, тем более что большинство исследований агрегации белков, 
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в том числе и амилоидной, происходит in vitro. Также необходимо учесть, что 

агрегация белков является важной проблемой, в том числе, и при получении и 

хранении лекарственных средств. Поэтому следует уделить внимание факторам, 

которые влияют на агрегацию белков в целом.  

 

Первичная структура белка  

Последовательность аминокислотных остатков и относительное количество 

гидрофобных аминокислот белка потенциально имеют сильное влияние на скорость 

агрегации и стабильность агрегатов (Berryman et al., 2011; Scherzer-Attali et al., 2012; 

Barz, Urbanc, 2014; Ow, Dunstan, 2014). Гидрофобные аминокислоты могут 

образовывать области склонные к образованию агрегатов (Kumar et al., 2012; Buck et 

al., 2013(a); Buck et al., 2013(b); Meric et al., 2017). Также считается, что низкая 

склонность к агрегации характерна для мультидоменных белков, у которых 

идентичность в аминокислотной последовательности между соседними доменами 

составляет менее 40% (Wright et al., 2005). Однако склонность белков к агрегации 

регулируется не только определенными последовательностями пептидов, склонных к 

агрегации, но и амфифильными свойствами аминокислотной последовательности 

олигопептидов (Thangakani et al., 2012; Liaw et al., 2013). Также известно, что замена 

одной аминокислоты или введение дополнительной в конкретное место может 

значительно увеличить скорость агрегации белка (Brubaker et al., 2011; Raimondi et al., 

2011).  

 

Вторичная структура белка  

Вторичная структура белка может влиять на его агрегацию. Было обнаружено, 

что индуцированная лиофилизацией агрегация ряда белков связана с процентным 

содержанием β-листов в складчатых структурах, но не с общей площадью неполярной 

поверхности (Roughton et al., 2013). Вторичная структура также может влиять на 

скорость тиол-дисульфидного обмена, потенциально влияя на скорость химически 

опосредованной агрегации в белках с открытыми дисульфидными связями (Huh et al., 

2013; Chandrasekhar et al., 2014).   
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Третичная структура белка  

Третичная структура также может иметь сильное влияние на агрегацию белков. 

Склонные к агрегации области, такие как «горячие точки», могут быть важны для 

усиления агрегации белков, однако агрегация может быть минимальной, если они 

должным образом скрыты от воздействия растворителя, а также окружены 

заряженными остатками или пролинами (Thangakani et al., 2012). Анализ повышенной 

склонности к пространственной агрегации был предложен для идентификации любых 

пространственных областей антител, склонных к агрегации (Chennamsetty et al., 

2009(b)). Четырнадцать таких склонных к агрегации мотивов размером от одного до 

семи аминокислотных остатков были идентифицированы в IgG1 (Chennamsetty et al., 

2009(a)).  

 

1.1.3.2. Гликирование и гликозилирование  

 

Гликирование белка может преобразовывать положительный поверхностный 

заряд в нейтральный или отрицательный заряд, или может увеличивать его открытую 

гидрофобную поверхность, как показано на примере Aβ-пептида (Jana et al., 2016), 

лизоцима (Adrover et al., 2014), цитохрома С (Oliveira et al., 2013) и IgG (Leblanc et al., 

2016; Banks et al., 2009). Однако избыточное гликирование напротив может 

обеспечить защиту белка от агрегации, как показано на примере бычьего 

сывороточного альбумина (Liu, Jing, 2016). Сниженная склонность к агрегации, 

вероятно, связана с гидратацией белка, индуцированной сахаром, и стерическими 

препятствиями (Liu, Zhong, 2012). Следовательно, преднамеренное химическое 

гликозилирование белка является вариантом минимизации агрегации белка, как 

показано для α-химотрипсина (Flores-Fernández et al., 2010). Гликозилирование белков 

также важно для стабильности многих белков (Planinc et al., 2016). Гликозилирование 

в домене CH2 антител mAb стабилизирует как домен CH2, так и всю молекулу mAb 

(Latypov et al., 2012; Sedlak et al., 2015). Следовательно, дегликозилирование mAb 

может нарушать третичную структуру домена CH2 и дестабилизировать как Fab-, так 

и Fc-области для ускорения термически индуцированной агрегации (Wang et al., 

2013(a)). Также тип гликановых структур в белках может изменять тенденцию к 
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агрегации белков, влияя в целом на его конформационную стабильность (Buck et al., 

2013(a); Buck et al., 2013(b)).  

 

1.1.3.3. Дезамидирование  

 

Было показано, что дезамидированные белки обладают повышенной тенденцией 

к агрегации (Takata et al., 2008; Shi et al., 2013). Усиление агрегации белка при 

дезамидировании может быть связано с дестабилизацией белка (Shi et al., 2013) и/или 

усилением межбелковых взаимодействий (Pande et al., 2015). С другой стороны, 

введение отрицательного заряда посредством дезамидирования может потенциально 

изменить общие электростатические белок-белковые взаимодействия, что приведет к 

снижению агрегации белка (Wang et al., 2017(a)).  

 

1.1.3.4. Химическое воздействие 

 

Было показано, что белки, подвергшиеся окислению, имеют повышенную 

тенденцию к агрегации (Torosantucci et al., 2014; Adem et al., 2014; Kryndushkin, Rao, 

2016). Усиленная агрегация белка наблюдалась во многих случаях в присутствии 

окислителя, такого как перекись водорода (Koudelka et al., 2012; Fazeli et al., 2014; 

Hada et al., 2016; Cheng et al., 2016) или металла (Mozziconacci et al., 2016(a); 

Mozziconacci et al., 2016(b)).  

 

1.1.3.5. Температура 

 

Температура влияет на агрегацию белков, а также на скорость диффузии белка, 

белок-белковые взаимодействия, растворимость белков/агрегатов, конформационную 

стабильность и химическую деградацию (Wang, Roberts, 2018). Повышение 

температуры может ускорить процесс агрегации белков из-за увеличения доли 

частично развернутых состояний, скорости диффузии и столкновения белков друг с 

другом (Sleutel et al., 2012; Wang, Roberts, 2018). Понижение температуры в свою 

очередь может вызвать разворачивание белка, что также приведет к его агрегации. 
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Например, содержание денатурированного рибосомного белка L9 составляло 36% при 

25°C и увеличивалось до 76% при 4°C (Luan et al., 2013). Снижение температуры 

также может усиливать обратимую олигомеризацию или образование кластеров, как 

это наблюдается для некоторых моноклональных антител (Salinas et al., 2010; Godfrin 

et al., 2013; Esfandiary et al., 2013; Esfandiary et al., 2015; Raut, Kalonia, 2015(a); Fukuda 

et al., 2017). Усиленная олигомеризация может привести к опалесценции раствора 

(Nishi et al., 2010; Yang et al., 2016; Wu et al., 2017), образованию твердого 

непрозрачного геля (Casaz et al., 2014).  

Было показано, что замораживание способствует агрегации многих белков 

(Barnard et al., 2011; Zhang et al., 2011; Paul et al., 2017; Rayfield et al., 2017; Hauptmann 

et al., 2018; Vlieland et al., 2018; Tokhadze et al., 2018). Это связано с одним или 

несколькими из следующих эффектов: денатурации, вызванной низкой температурой 

(Meliga et al., 2013; Liu et al., 2014), адсорбции белка, вызванной охлаждением 

(Twomey et al., 2013), селективной кристаллизацией определенных компонентов 

(Roessl et al., 2015) и содержанием в образце различных растворенных веществ (Cordes 

et al., 2012; Reinsch et al., 2015). Как замораживание, так и оттаивание могут влиять на 

агрегацию белков (Radmanovic et al., 2013; Desai et al., 2017). Скорость замораживания 

или оттаивания также может влиять на стабильность белка или склонность к 

агрегации во время хранения (Roessl et al., 2015; Connolly et al., 2015; Mezhebovsky et 

al., 2016(a); Mezhebovsky et al., 2016(b); Desai et al., 2017).  

 

1.1.3.6. Условия раствора 

 

рН-раствора  

Стабильность белка, конформационная или коллоидная, сильно зависит от 

условий раствора. Критическим условием является pH раствора, который может 

влиять как на конформационную, так и на коллоидную стабильность и влиять на 

агрегацию белков (Bhattacharya et al., 2011; Smith et al., 2012; Joshi et al., 2014; Kim et 

al., 2014(a); Kim et al., 2014(b); Pindrus et al., 2015; Oyetayo, Kiefer, 2016; Chavez et al., 

2016; Bickel et al., 2016; Barnett et al., 2016; Skamris et al., 2016; Reichert et al., 2017; 

Galm et al., 2017; Schermeyer et al., 2017). Для IgG1 показано, что даже 
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кратковременное (часы) снижение pH на 1 (начиная с pH 6) вызывало образование 

переходных частично развернутых состояний, что приводило к образованию 

агрегатов (от димеров до частиц размером 10 мкм) (Filipe et al., 2012(b)). Изменение 

pH раствора может изменить характер и степень белок-белковых взаимодействий 

(Brummitt et al., 2011(a); Esfandiary et al., 2013; Pindrus et al., 2015; Calero-Rubio et al., 

2018), растворимость белковых агрегатов (Brummitt et al., 2011(b); Sahin et al., 2012), 

и, следовательно, может влиять на зародышеобразование и рост агрегатов (Brummitt 

et al., 2011(b), Buell et al., 2014; Barnett et al., 2015). Поэтому эффекты pH раствора 

могут способствовать морфологическому разнообразию белковых агрегатов (Krebs et 

al., 2007; Krebs et al., 2009(a)).  

 

Ионная сила раствора 

Еще одним важным условием раствора, влияющим на агрегацию белков, 

является ионная сила (Bhattacharya et al., 2011; Casaz et al., 2014; Kutsch et al., 2016; 

Bickel et al., 2016). Ионная сила может влиять на конформационную стабильность 

(Wang et al., 2013b; Lilyestrom et al., 2013), а также на природу и степень межбелковых 

взаимодействий (Sule et al., 2012; Saito et al., 2013; Neergaard et al., 2013; Arzensek et 

al., 2015; Zhang et al., 2017(a); Calero-Rubio et al., 2018).  

 

Присутствие катионов и анионов в растворе 

Также на агрегацию белков могут влиять катионы и анионы солей и металлов 

(Buell et al., 2013; Zhang et al., 2017(a)). Их относительные эффекты могут значительно 

различаться (Gokarn et al., 2011; Majumdar et al., 2013). В некоторых случаях было 

показано, что солевые анионы влияют на поведение агрегации белков в большей 

степени (Baumgartner et al., 2016) или в более широком диапазоне pH (Arosio et al., 

2013). Различие в эффектах между катионами и анионами может быть связано с более 

высокой тенденцией анионов связываться с положительными группами белков 

(Gokarn et al., 2011; Campioni et al., 2012; Buell et al., 2013). Относительные эффекты 

отдельных анионов могут зависеть от их поляризуемости (Buell et al., 2013) или 

электроселективности (Campioni et al., 2012), в зависимости от белка и условий 

раствора.   
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1.1.3.7. Различные соединения 

 

Некоторые хорошо известные стабилизаторы белка могут способствовать 

агрегации белка при определенных условиях. Было обнаружено, что сахара, такие как 

сахароза или трегалоза, способствуют агрегации нескольких белков, включая фактор 

роста кератиноцитов 2 (KGF-2) (Liu et al., 2013(b)), mAb (Abbas et al., 2013). Было 

высказано предположение, что трегалоза в высокой концентрации (> 500 мМ) может 

образовывать кластеры и конкурировать за молекулы воды на поверхности белка, 

способствуя тем самым возникновению межбелковых взаимодействий (Chen et al., 

2016). Было показано, что поверхностно-активные вещества, такие как полисорбаты, 

усиливают агрегацию белков (Liu et al., 2013(a); Agarkhed et al., 2013; Snell et al., 2016) 

или образование частиц (Liu et al., 2013(b)). Основной причиной является разложение 

поверхностно-активных веществ с образованием нерастворимых жирных кислот, 

пероксидов, сложных эфиров полиоксиэтилена (POE) жирных кислот, альдегидов и 

многих других продуктов, которые могут взаимодействовать с белком, приводя к его 

агрегации (Kishore et al., 2011(a); Kishore et al., 2011(b); Agarkhed et al., 2013; Li et al., 

2014(a); Cao et al., 2015; Saggu et al., 2015; Siska et al., 2015; Zhang et al., 2017(b)). 

Другие примеры добавок, которые усиливают агрегацию белков, это антимикробные 

агенты (Singh et al., 2011; Bis, Mallela, 2014; Bis et al., 2015; Bednarek et al., 2017; Arora 

et al., 2017; Yoshizawa et al., 2018), аргинин (Fukuda et al., 2014; Smirnova et al., 2015), 

полиэтиленгликоли (PEG) (Ma et al., 2013; Breydo et al., 2015; Raut, Kalonia, 2016(b)), 

лимонная кислота (Reiche et al., 2017), аскорбиновая кислота (Chaudhri et al., 2013) и 

полимеры (Luo et al., 2016).  

 

1.1.3.8. Перемешивание  

 

Перемешивание – это термин, который часто включает в себя такие понятия как 

встряхивание, взбалтывание и само перемешивание (Bai et al., 2012). Было показано, 

что перемешивание или встряхивание вызывает агрегацию ряда различных белков 

или пептидов (Yoshimura et al., 2012; Dengl et al., 2013; Liu et al., 2013(b); Rygula et al., 

2013; Wiesbauer et al., 2013; Telikepalli et al., 2014; Ghazvini et al., 2016; Sediq et al., 
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2016; Gandhi et al., 2017; Lewis et al., 2017; Shah et al., 2017; Gandhi et al., 2017; Waxman, 

Vilivalam, 2017). Вызванная перемешиванием агрегация белка, особенно в контексте 

производства, была связана с одним или несколькими из следующих эффектов: 

образованием дополнительной границы раздела воздух/жидкость где происходит 

адсорбция, разворачивание и собственно агрегация белков (Shieh, Patel, 2015; Paul et 

al., 2017); воздействие гидрофобной поверхности, такой как деталь вращения для 

перемешивания (Zhai et al., 2012). Вызванные перемешиванием агрегаты/частицы 

могут состоять как из нековалентно связанных, так и из ковалентно связанных между 

собой (например, дисульфидными связями) белков (Brych et al., 2010) и могут быть 

морфологически разнообразными в зависимости от условий (Telikepalli et al., 2014). 

Агрегаты белков, состоящие из нековалентно связанных мономеров, могут со 

временем частично диссоциировать обратно на мономеры (Pavisic et al., 2010; Kiese et 

al., 2010; Dekel et al., 2017).  

 

1.1.3.9. Воздействие света  

 

Воздействие света может вызвать появление различных продуктов 

фотолитической и нефотолитической деградации белков (Mozziconacci, Schoneich, 

2015). Это приводит к появлению агрегатов или мономеров, имеющих повышенную 

тенденцию к агрегации. Воздействие на растворы антител УФ или видимого света в 

некоторых случаях приводило к образованию высокомолекулярных частиц (Mason et 

al., 2012; Singh et al., 2012; Agarkhed et al., 2013; Sreedhara et al., 2016; Du et al., 2018). 

Поскольку воздействие света производит активные формы кислорода, такие как 

синглетный кислород, воздействие света на mAb может генерировать значительное 

количество окисленных продуктов на остатках Trp и Met что приводит к усилению 

агрегации (Singh et al., 2012; Agarkhed et al., 2013; Sreedhara et al., 2016). 

Следовательно, состав высокомолекулярных частиц может быть сложным и может 

включать димеры, тримеры, олигомеры более высокого порядка (Mason et al., 2012) и 

агрегаты, содержащие His-His связи (Lei et al., 2017), или продукты окисления 

триптофана в виде кинуренина, N-формилкинуренина и гидрокситриптофана (Li et al., 

2014(b)).  
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1.1.3.10. Высушивание и концентрирование 

 

Различные процессы сушки потенциально удаляют часть гидратного слоя белка, 

что способствует дальнейшей агрегации белка (Mukherjee et al., 2009; Kumar et al., 

2009). Многие белки образуют небольшое количество агрегатов во время 

традиционной сублимационной сушки (Zhou et al., 2014) или процессов 

распылительной сушки (Lassner et al., 2014; Faghihi et al., 2014).  

При изучении влияния концентрации белка на агрегацию было показано, что 

агрегация увеличивалась с более высокой концентрацией белка при инкубации в 

условиях покоя. Однако агрегация уменьшалась при более высокой концентрации 

белка, если ее индуцировала поверхность раздела фаз воздух/вода в результате 

перемешивания (Treuheit et al., 2002). Также отмечается, что локальное повышение 

концентрации, например, при ультрафильтрации, а также повышение концентрации и 

плотности при колоночной хроматографии, могут приводить к агрегации белков 

(Arakawa et al., 2017).  

 

1.1.3.11. Воздействие ультразвуком  

 

Воздействие ультразвуком может вызвать частичное развертывание и агрегацию 

белка из-за процесса кавитации, акустического давления и локального повышения 

температуры (Stepanskiy, 2012; Arzeni et al., 2012; Uesugi et al., 2013).  

Таким образом, из выше представленного следует, что существует огромное 

количество факторов, которые влияют на процесс агрегации белка. И все их нужно 

учитывать не только при производстве и хранении белковых фармацевтических 

препаратов, но и при изучении процесса белковой агрегации in vitro, чтобы избежать 

получения артефактов.  

 

1.1.4. Стадии агрегации белка  

 

Агрегацию белка в целом можно рассматривать как серию последовательных и 

параллельных событий, которые начинаются с образованием димера или олигомера, 
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продолжаются ростом агрегатов и завершаются образованием крупных частиц, 

представляющих собой зрелые формы агрегатов с ограниченной растворимостью 

(Wang, Roberts, 2018). В некоторых случаях процесс агрегации начинается со 

структурных изменений внутри молекулы белка, но при этом обязательно включает 

белок-белковые взаимодействия.  

Сам процесс агрегации можно разделить на несколько стадий: «лаг»-период, 

период экспоненциального роста и фаза насыщения. Каждая стадия сопровождается 

изменениями в структуре белков и образованием новых форм. На рисунке 2 

представлена схема амилоидной агрегации при формировании фибрилл белка.  

 

Рис. 2. Стадии агрегации белков на примере амилоидной агрегации. Процесс самосборки 

развернутых или неправильно свернутых полипептидных цепей в зрелые амилоидные 

фибриллы. На графике представлена зависимость интенсивности флуоресценции 

амилоидного красителя ТТ от времени. Флуоресцентный краситель ТТ используется для 

исследования в том числе и динамики амилоидной агрегации. График процесса агрегации 

(формирования амилоидных фибрилл) имеет типичную сигмоидальную форму, содержащую 

три фазы. Лаг-фаза («Lag») соответствует сборке пептидных цепей в так называемые ядра 

нуклеации, представляющие собой как правило небольшие олигомеры, которые растут 

посредством сборки, управляемой межмолекулярным взаимодействием. В фазе роста 

(«экспоненциальный рост») ядра и более крупные олигомеры продолжают 

взаимодействовать, собираясь в префибриллярные структуры, которые быстро растут с 

образованием упорядоченных фибриллярных структур, известных как протофибриллы. Фаза 

«насыщения» включает в себя сборку протофибрилл в зрелые многонитевые амилоидные 

фибриллы с различными морфологическими структурами и высоким уровнем возможного 

полиморфизма. Адаптировано по (Adamcik, Mezzenga, 2018).   
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1.1.4.1. Олигомеризация / зародышеобразование  

 

Белки подвергаются внутренним конформационным колебаниям (Abbas et al., 

2013) или могут испытывать локальные структурные перестройки (Krause et al., 2012; 

Bemporad et al., 2012). Эти изменения могут приводить к увеличению времени 

нахождения молекул с открытыми короткими аминокислотными участками 

полипептида (известными как «горячие точки» агрегации мономеров), склонными к 

агрегации и ассоциации с другими подобными участками полипептидной цепи белка. 

Это взаимодействие в последующем может приводить к образованию ненативных 

димеров и/или олигомеров. Данный процесс принято считать начальным этапом 

агрегации, и он часто описывается как зародышеобразование (нуклеация) (Singh et al., 

2011; Rashno et al., 2017). «Горячие точки» агрегации могут располагаться в разных 

областях полипептидной цепочки белков; например, в моноклональных антителах 

подобные участки расположены в пределах CDR1 (Perchiacca et al., 2011), Fab и Fc 

(Wu et al., 2014), CH2 (Mehta et al., 2014; Skamris et al., 2016), CH3 (Brummitt et al., 

2011(a)). Нарушения структуры белков могут быть вызваны определенными 

условиями раствора, такими как более низкий pH (Raimondi et al., 2011), присутствие 

органического растворителя (Steckmann et al., 2012). Следовательно, начальная 

скорость нуклеации этих агрегатов может коррелировать с конформационной 

стабильностью белка (Mehta et al., 2014; Austerberry et al., 2017; Galm et al., 2017). 

Ненативные белковые олигомеры можно рассматривать как начальное ядро 

агрегации (ядро нуклеации) (Buchanan et al., 2013; Arosio et al., 2012, Arosio et al., 

2013). Размер олигомеров может варьироваться от димеров (Matsumura et al., 2011; 

Kim et al., 2013(a); Angelani et al., 2014), тримеров (Matsumura et al., 2011) до 

нескольких мономеров (Lee et al., 2011), вплоть до 10 и более мономеров (Zhai et al., 

2012). Олигомеры также могут образовываться посредством реакций 

межмолекулярного сшивания, таких как образование дисульфидной связи, что может 

способствовать физической агрегации белков (Cabra et al., 2008). Для агрегации 

белков, вызванной структурными перестройками или разворачиванием, мономер 

можно рассматривать как ключевой промежуточный продукт нуклеации, как 
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показано для многих белков (Andrews, Roberts, 2007(b); Kashchiev et al., 2013; 

Selivanova et al., 2014; Fazeli et al., 2014). 

Белки представляют собой заряженные амфифильные полимеры и могут легко и 

естественно самоассоциироваться в обратимые олигомеры разных размеров, в 

зависимости от тенденции ассоциации, концентрации и других условий раствора 

(Silvers, Myers, 2013; Liu et al., 2013(a)). Было показано, что многие белки образуют 

обратимые олигомеры (Esfandiary et al., 2013; Esfandiary et al., 2015). Хотя многие 

типы слабых белок-белковых взаимодействий могут быть вовлечены в процесс 

самоассоциации белков, электростатические взаимодействия являются основной 

силой данного процесса (Li et al., 2012; Esfandiary et al., 2015; Arora et al., 2016). 

Электростатические взаимодействия могут приводить к образованию обратимых 

нативных димеров, тримеров, олигомеров или их смеси (Li et al., 2012; Arora et al., 

2016), а также ненативных олигомеров, способных к деолигомеризции (Arosio et al., 

2013). Размер олигомеров или кластеров регулируется, предположительно, 

комбинацией дальнодействующих электростатических сил отталкивания и сил 

притяжения ближнего действия (Stradner et al., 2004; Cardinaux et al., 2011; Godfrin et 

al., 2013). 

Очевидно, что электростатические взаимодействия могут способствовать 

агрегации белков напрямую, либо посредством снижения силы других типов белок-

белковых взаимодействий (Ghadami et al., 2011; Brunsteiner et al., 2013; Esfandiary et 

al., 2013; Arzensek et al., 2015). Другие типы взаимодействий, участвующих в процессе 

начальной агрегации (олигомеризации) белка, могут включать гидрофобные 

взаимодействия (Esfandiary et al., 2013; Arzensek et al., 2015; Pindrus et al., 2015; Galm 

et al., 2017), водородные связи (Fitzpatrick et al., 2011; Meliga et al., 2013) и/или силы 

Ван-дер-Ваальса (Brunsteiner et al., 2013; Meliga et al., 2013; Arzensek et al., 2015). 

Множественность белок-белковых взаимодействий усложняет интерпретацию 

доминирующих движущих сил агрегации белков. В то время как некоторые 

исследования предполагают, что доминирующей силой агрегации белков являются 

гидрофобные взаимодействия (Kumar et al., 2011; Ramakrishna et al., 2012; Buchanan et 

al., 2013; Tu, Raleigh, 2013), другие указывают на то, что гидрофобные взаимодействия 

не являются основными движущими силами этого процесса (Zhou et al., 2014; 
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Esfandiary et al., 2013). Вероятно, что доминирующая движущая сила агрегации белков 

зависит от структуры белка, состава раствора и других экспериментальных условий. 

Следовательно, на скорость нуклеации могут не влиять нативные белок-белковые 

взаимодействия (Arosio et al., 2013; Kalonia et al., 2016).  

Белковые взаимодействия, в свою очередь, обычно зависят от концентрации 

белковых молекул. Увеличение концентрации белка по своей сути уменьшает среднее 

межбелковое расстояние, способствуя ассоциации мономеров в олигомеры или 

кластеры. Зависимая от концентрации обратимая самоассоциация наблюдалась для 

ряда белков, в частности для mAb (Esfandiary et al., 2013; Esfandiary et al., 2015; Yearley 

et al., 2014; Wei et al., 2015). Размер белковых олигомеров или кластеров может 

варьироваться от димеров до мультимеров (например, декамеров) (Lilyestrom et al., 

2013) и далее частицы могут значительно увеличиваться в размерах (например,> 100 

нм) (Cardinaux et al., 2011; Johnston et al., 2012; Borwankar et al., 2013).  

Короткодействующие белок-белковые взаимодействия (например, 

взаимодействия CH-π и диполь-дипольные или более высокие мультипольные 

взаимодействия) при низкой концентрации могут стать доминирующими при высокой 

концентрации, и было высказано предположение, что они приводят к более быстрой 

нуклеации белка из-за уменьшенного расстояния между молекулами (Ota et al., 2016). 

Поэтому, неудивительно, что повышенная скорость или тенденция к агрегации может 

наблюдаться при более высокой концентрации белка, что продемонстрировано в 

различных диапазонах концентраций белка (Selivanova et al., 2014; Owczarz, Arosio, 

2013; Nemergut et al., 2017; Schon et al., 2017). С другой стороны, агрегация, не 

зависящая от концентрации белка, может наблюдаться в том случае, если в агрегации 

преобладает адсорбция на объемных поверхностях, таких как границы раздела 

воздух-вода или твердое тело-жидкость (Bee et al., 2009; Bee et al., 2010). 

 

1.1.4.2. Экспоненциальный рост и фаза насыщения  

 

Начальные олигомеры, обратимые или необратимые, могут расти в более 

крупные агрегаты. Совокупный рост может происходить с помощью нескольких 

механизмов – например, за счет добавления мономеров к сформированному ядру 
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нуклеации или цепной полимеризации (Andrews, Roberts, 2007(b); Barnett et al., 2015; 

Wang, Roberts, 2018), взаимодействий агрегат-агрегат (кластер-кластер) или 

конденсации (Lee et al., 2011; Arosio et al., 2013; Sahin et al., 2016), либо вследствие 

сочетания данных факторов (Li et al., 2010; Nicoud et al., 2014). 

Экспоненциальный рост, как и зародышеобразование, потенциально может 

контролироваться конформационной стабильностью белка (Borzova et al., 2015; 

Nicoud et al., 2014) и/или коллоидной стабильностью (белок-белковые 

взаимодействия) (Kim et al., 2013(a); Neergaard et al., 2014; Kalonia et al., 2016). 

Фактически, существует несколько типов «стабильности», и они могут 

коррелировать, а могут и не коррелировать друг с другом. Повышение 

конформационной стабильности белка может сопровождаться увеличением 

тенденции к агрегации из-за снижения коллоидной стабильности (Wang et al., 

2017(b)). Точно так же снижение конформационной стабильности белка может 

приводить к снижению скорости роста агрегатов из-за повышенного 

межмолекулярного электростатического отталкивания (Austerberry et al., 2017).  

Известно, что более гидрофобный белок имеет более высокую тенденцию к 

агрегации (Barz, Urbanc, 2014). Гидрофобные или дальнодействующие 

электростатические взаимодействия могут определять процесс агрегации, который, в 

свою очередь, зависит от структуры самого белка, а также факторов окружающей 

среды, таких как концентрация белка, pH и ионная сила (Kumar et al., 2011). 

Следовательно, трудно предсказать скорость агрегации белков на основании их 

молекулярных характеристик (Delahaije et al., 2015; Meric et al., 2017). 

Экспоненциальный рост часто является нелинейным во времени процессом, 

особенно в случае образования амилоидных агрегатов. В этом случае 

экспоненциальный рост происходит из-за зависящего от времени увеличения 

количества ядер нуклеации. Таким образом, агрегация белков описывается как 

процесс второго или более высокого порядка (Kayser et al., 2011; Saluja et al., 2014). 

Многие исследования показали, что добавление агрегатов или фибрилл в качестве 

затравки («seeds») укорачивает фазу зародышеобразования (Yoshimura et al., 2012; 

Sabate et al., 2012; Fazeli et al., 2014) или усиливает образование фибрилл (Brych et al., 

2010; Sabate et al., 2010; Buell et al., 2014; Gomes et al., 2018). С другой стороны, 
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агрегация некоторых белков не зависит от концентрации и не изменяется в 

присутствии добавленных «seeds» в качестве затравки агрегатов (Sabate et al., 2012; 

Oliva et al., 2015; Blancas-Mejia et al., 2015). В некоторых случаях увеличение 

концентрации белка может даже снизить скорость агрегации из-за самостабилизации 

(Kim et al., 2014(a); Kim et al., 2014(b); Austerberry et al., 2017). 

По мере увеличения размера белковые агрегаты могут в конечном итоге стать 

нерастворимыми. Нерастворимым амилоидным агрегатам, как правило, свойственно 

морфологическое разнообразие. Определенный тип морфологии может 

контролироваться относительным количеством гидрофобных или ароматических 

аминокислот (Scherzer-Attali et al., 2012; Barz, Urbanc, 2014; Ow, Dunstan, 2014). 

Следует отметить, что нерастворимые агрегаты белка со временем могут 

диссоциировать, по крайней мере частично, на растворимые агрегаты, как показано 

для частиц IgG1, диссоциирующих при встряхивании (Kiese et al., 2010).  

В третьей фазе, или «фазе насыщения», фибриллы полностью сформированы и 

связываются друг с другом, образуя стабильные зрелые агрегаты различной 

морфологии, для амилоидных агрегатов как правило это фибриллы (Bhak et al., 2009).  

 

1.1.5. Энергетический ландшафт сворачивания и агрегации белков  

 

Во время сворачивания возникающий полипептид должен ориентироваться в 

сложном энергетическом ландшафте. В результате могут накапливаться неправильно 

свернутые молекулы, обнажающие гидрофобные аминокислотные остатки, и, таким 

образом, существует опасность образования потенциально токсичных агрегатов 

(Balchin et al., 2016).  

Сворачивание «на пути» («On-pathway») может быть описано энергетическим 

ландшафтом, который, по сути, представляет собой энергию белка как 

функциональную характеристику всех его возможных конформационных состояний 

и на графике напоминает форму «воронки» (Onuchic et al., 1997). В процессе 

сворачивания белка «на пути», развернутая полипептидная цепь должна проходить 

через несколько промежуточных стадий сворачивания для того, чтобы приобрести 

нативное состояние (Рис. 3, левая половина графика) (Dill, Chan, 1997).  
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Рис. 3. Схематический энергетический ландшафт сворачивания и агрегации белков. На 

поверхности видно множество конформаций, «направляющихся» к нативному состоянию 

через образование внутримолекулярных контактов или к образованию амилоидных фибрилл 

через межмолекулярные контакты. Недавние исследования позволили локализовать 

различные «промежуточные» структуры на обоих путях (Vendruscolo, Dobson, 2005; Rochet, 

Lansbury, 2000), хотя подробные структурные модели для многих из этих видов все еще не 

доступны. Также на рисунке черной стрелкой показан предположительный энергетический 

барьер, который должны преодолеть структуры белка перед тем, как начать формировать 

агрегаты (для глобулярных белков это, как правило, высокие температуры, низкие значение 

pH, добавление денатуранта). Адаптировано по (Jahn et al., 2005; Balchin et al., 2016); 

воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 2023a).  

 

В случае сворачивания белка «вне пути» («Off-pathway») (Рис. 1 Б и Рис. 3 

(правая половина графика)), форма графика энергетического ландшафта схожа с 

формой графика сворачивания «на пути», напоминающей «воронку», но из-за 

появления межмолекулярных взаимодействий и их конкуренции с 

внутримолекулярными взаимодействиями, повышается изрезанность графика 
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ландшафта агрегации (Gsponer, Vendruscolo, 2006). Объединяя оба процесса («на 

пути» и «вне пути») в один график, получаем общий график, определяющий 

энергетический статус молекул белков или комплекса молекул белков, объединенных 

в агрегаты (Рис. 3). 

Энергетический ландшафт также описывает относительную стабильность 

различных состояний, таких как развернутое состояние, промежуточные соединения 

сворачивания, частично свернутые состояния, неправильно свернутые состояния, 

аморфные агрегаты, богатые β-слоями олигомеры или амилоидные фибриллы, а также 

разделяющие их энергетические барьеры (Hartl, Hayer-Hartl, 2009; Hartl et al., 2011; 

Balchin et al., 2016). Полипептидная цепь в развернутом состоянии на поверхности 

«воронки» графика энергетического ландшафта будет иметь более высокую степень 

энтропии и свободной энергии; во время процесса сворачивания количество 

конформационных состояний, то есть энтропия и свободная энергия, уменьшаются по 

направлению к состоянию, занимающему самый низкий абсолютный минимум 

энергии, обеспечивая необходимую конформационную стабильность свернутого 

состояния.  

В случае фолдинга «на пути» это состояние представляет нативную 

конформацию белков (Hartl, Hayer-Hartl, 2009; Hartl et al., 2011; Balchin et al., 2016; 

Adamcik, Mezzenga, 2018). В случае сворачивания «вне пути» амилоидные фибриллы 

считаются наиболее стабильным термодинамическим состоянием, присутствующим 

в энергетическом ландшафте (Gazit, 2002; Jahn, Radford, 2008; Eichner, Radford, 2011; 

Baldwin et al., 2011; Buell et al., 2012; Tipping et al., 2015). Считается, что 

энергетический ландшафт амилоидных фибрилл может характеризоваться 

множеством пиков из-за различных морфологических конформаций амилоидных 

фибрилл. 

Во время процесса сворачивания «на пути» и «вне пути» конкуренция между 

межмолекулярными и внутримолекулярными взаимодействиями играет ключевую 

роль. Чтобы предотвратить сворачивание «вне пути» эволюция предоставила живым 

системам стратегии уменьшения взаимодействий между различными молекулами на 

всем пути сворачивания белка до завершения процесса сворачивания. Одна из них – 

наличие молекулярных шаперонов во всех типах клеток для осуществления контроля 
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процесса сворачивания белков (Kim et al., 2013(b); Doyle et al., 2013; Saibil, 2013; 

Knowles et al., 2014). В режиме внутримолекулярных контактов, то есть в 

промежуточной области энергетического ландшафта, шапероны помогают 

сворачиванию отдельных полипептидных цепей в их нативное состояние, снижая 

энергетические барьеры, разделяющие промежуточные соединения сворачивания. 

Однако по мимо шаперонов существует множество других факторов, влияющих на 

агрегацию белка in vitro и in vivo о которых было сказано выше в п.1.3.  

 

1.1.6. Амилоидная агрегация, особенности  

 

Амилоидная агрегация – это частный случай агрегации белков. Известно, что 

основное свойство всех амилоидных агрегатов – это наличие преобладающей 

четвертичной кросс-β структуры с отдельными слоями, ориентированными 

параллельно главной оси роста фибрилл (Рис. 4 А) (Nelson et al., 2006; Sawaya et al., 

2007; Eisenberg, Jucker, 2012; Adamcik, Mezzenga, 2018). Именно особенностью 

структуры определяются свойства амилоидных фибрилл, такие как высокая 

прочность, устойчивость к ферментативному расцеплению и низкая растворимость в 

большинстве растворителей. Наличие кросс-β структуры определяется методом 

рентгеновской дифракции (Рис. 4 Б). На рентгенограммах препаратов частично 

выровненных (ориентированных) амилоидных фибрилл дифракция рентгеновских 

лучей дает характерную дифракционную картину, которая состоит из двух 

дифракционных рефлексов, расположенных на взаимно перпендикулярных осях 

(Astbury et al., 1935; Eanes, Glenner, 1968; Makin, Serpell, 2005(a); Jahn et al., 2010). 

Первый тип дифракционных рефлексов, расположенных вертикально на 

дифракционной картине (меридиональное направление), соответствует периоду 4.7-

4.8 Å. Этот период указывает на то, что полипептидные цепи расположены 

перпендикулярно оси фибриллы, и расстояние между ними 4.7-4.8 Å. Второй тип 

дифракционных рефлексов, расположенных по горизонтали дифракционной картины 

(экваториальное направление), соответствует периоду 10-11 Å. Данные рефлексы 

указывают на то, что полипептидные цепи организованы в β-листы, которые 
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находятся на расстоянии 10-11 Å друг от друга (Wille et al., 2009; Eisenberg, Jucker, 

2012) (Рис. 4).  

 

Рис. 4. Схематические изображения амилоидной кросс-β структуры (А) и картины 

рентгеновских лучей типичных амилоидных фибрилл (Б). Для амилоидных фибрилл 

известных белков рефлексы, расположенные по вертикали (меридиональное направление), 

соответствуют периоду 4.7-4.8 Å. Этот период указывает на то, что β-участки расположены 

перпендикулярно оси фибриллы, и расстояние между ними соответствует 4.7-4.8 Å. 

Рефлексы, расположенные по горизонтали дифракционной картины (экваториальное 

направление), соответствуют периоду 10-11 Å. Данные рефлексы указывают на расстояние 

между β-листами, которое равно 10-11 Å. Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 2023(a)), 

выполненной при участии автора диссертации. 

 

Основное влияние на предложенную модель организации амилоидных фибрилл 

из β-листов оказали результаты рентгеноструктурного анализа, проведенные еще в 30-

е годы XX века для ряда фибриллярных белков (фиброина, β-кератина, β-миозина, 

фибрина), а также для фибрилл из глобулярного денатурированного белка альбумина 

(Astbury et al., 1935; Pauling, Corey, 1953). Были получены сходные картины 

дифракции рентгеновских лучей. Согласно данным рентгеновской дифракции для 

фибриллярных белков и глобулярных денатурированных белков наблюдались 

характерные два экваториальных рефлекса 9.8 Ǻ (“side-chain spacing”) и 4.65 Ǻ 

(“backbone spacing”), а расстояние 3.4 Ǻ отражало среднюю длину аминокислотного 

остатка в направлении главной цепи. До появления термина кросс-β структура 

существовало понятие “pleated sheet” («складчатый лист») и “rippled sheet” 

(«рифленный лист»). В таких терминах описывали конфигурацию полипептидных 

цепей (Pauling, Corey, 1953). 
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Амилоидные фибриллы обычно состоят из 2-6 протофиламентов, которые 

представляют собой фибриллы диаметром 2-5 нм. Протофиламенты могут быть 

связаны латерально или скручены вместе, образуя зрелые амилоидные фибриллы, 

которые на изображениях, полученных методами просвечивающей электронной 

микроскопии (ПЭМ) или атомно-силовой микроскопии (АСМ), обычно выглядят как 

неразветвленные волокна диаметром несколько нанометров и длинной один или более 

микрометров (Adamcik, Mezzenga, 2012). Амилоидные фибриллы демонстрируют 

замечательные механические свойства, сравнимые с прочностью других 

биологических материалов и модулями Юнга порядка нескольких ГПа (Knowles, 

Buehler, 2011). Например, анализ механической характеристики амилоидных фибрилл 

инсулина методом АСМ в режиме спектроскопии показал, что фибриллы инсулина 

имели прочность 0.6 ± 0.4 ГПа, что сравнимо с прочностью такого материала как 

сталь, и модуль Юнга – 3.3 ± 0.4 ГПа, что сопоставимо по характеристикам с 

прочностными характеристиками шелка (Smith et al., 2006). Модули Юнга других 

амилоидных фибрилл, сформированных из патологических и непатологических 

амилоидных белков, имели значения модулей Юнга в диапазоне 2–4 ГПа (Adamcik et 

al., 2012).  

Наличие общих свойств у амилоидных фибрилл, образованных из очень разных 

полипептидных последовательностей, привели к предположению, что амилоидные 

фибриллы представляют собой общую, широкодоступную, стабильную структуру 

белков и пептидов. Это противоречит представлению о том, что нативная структура 

белка напрямую зависит от аминокислотной последовательности. Таким образом, 

возникает вопрос о природе взаимодействий, которые стабилизируют амилоидные 

фибриллы. Экспериментально было показано, что наиболее важными параметрами, 

кодирующими внутреннюю механическую прочность амилоидных фибрилл, 

являются межмолекулярные силы между β-листами и β-участками (Knowles et al., 

2007), в то время как теоретическая работа показала, что ключевым моментом для 

механических свойств амилоидных фибрилл является сильное упорядочение 

водородных связей, при котором водородные связи между β-нитями действуют как 

химический клей между слоями, увеличивая механическую стабильность фибрилл 

(Keten, Buehler, 2008). Действительно, измерение механических свойств олигомеров, 
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протофибрилл и зрелых фибрилл, образующихся в процессе фибрилляции α-

синуклеина или Aβ (1–42), выявило постепенное увеличение модуля Юнга по мере 

того, как увеличивается содержание β-складчатой структуры (Ruggeri et al., 2015).  

 

1.1.7. Полиморфизм амилоидных агрегатов 

 

Структура амилоидных фибрилл демонстрирует поразительное разнообразие. 

Это прямое следствие различных возможных трехмерных расположений 

протофиламентов, обычно называемое структурным полиморфизмом амилоидных 

фибрилл. Различное количество протофиламентов, образующих амилоидные 

фибриллы, является источником их структурного полиморфизма (Jiménez et al., 2002; 

Meinhardt et al., 2009). Разная пространственная ориентация протофиламентов или их 

структурные изменения также могут быть причиной большого полиморфизма Aβ (1–

42) (Petkova et al., 2002; Petkova et al., 2005; Lührs et al., 2005; Sachse et al., 2008; 

Schmidt et al., 2009; Colletier et al., 2011; Gremer et al., 2017). Поэтому словосочетание 

молекулярный полиморфизм амилоидных фибрилл используется для описания 

различных структур протофиламентов. Пример полиморфизма продемонстрирован 

для различных типов фибрилл инсулина и Aβ (1-40) методом криоэлектронной 

микроскопии (крио-ЭМ) (Jiménez et al., 2002; Meinhardt et al., 2009). Метод 

твердотельного ядерно-магнитного резонанса (ЯМР) был использован для 

исследования молекулярного полиморфизма фибрилл: Aβ (1–40), (Petkova et al., 2002; 

Petkova et al., 2005; Lührs et al., 2005), α-синуклеина (Heise et al., 2005), PrP (Toyama et 

al., 2007) и фрагмента IAPP человека (Madine et al., 2008). Крио-ЭМ также 

использовалась для определения структуры протофиламентов и фибрилл Aβ (1–40) 

(Sachse et al., 2008; Schmidt et al., 2009) и Aβ (1–42) (Gremer et al., 2017). В случае Aβ 

(1–40), который исследовали методом твердотельной ЯМР-спектроскопии в 

сочетании с молекулярно-динамическим моделированием (Petkova et al., 2002; 

Petkova et al., 2005) и Aβ (1–42), который исследовали комбинацией методов 

твердотельной ЯМР спектроскопии и крио-ЭМ (Lührs et al., 2005), была предложена 

структурная модель укладки. Данная модель описывала U-образную пептидную 

складку внутри одного протофиламента, где протофиламент состоит из двух 
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уложенных друг на друга параллельных β-листов, которые сохраняются вдоль всей 

оси фибрилл. Другая модель, в которой две противоположно направленные 

полипептидные цепи образуют область ядра β-слоя и ограничиваются N-концами 

пептида в пределах одного протофиламента, была предложена на основе 

реконструкции крио-ЭМ изображений (Sachse et al., 2008). Совсем недавно структура 

фибрилл Aβ (1–42) была описана методом крио-ЭМ в сочетании с ЯМР-

спектроскопией. Результаты данного исследования показывают, что одна 

полипептидная цепь в одном протофиламенте складывается в LS-образную форму, в 

которой N-конец имеет L-образную форму, а C конец имеет S-образную форму 

(Gremer et al., 2017). Структура тау-филаментов также была описана методом крио-

ЭМ. Было показано, что парные спиральные и прямые филаменты различаются по 

упаковке протофиламентов (Fitzpatrick et al., 2017). Крио-ЭМ и ЯМР с вращением под 

«магическим» углом (magic-angle spinning (MAS) = 54.74°) были использованы для 

изучения структуры амилоидных фибрилл, образованных фрагментом из 11 остатков 

белка транстиретина [TTR (105–115)], при этом результаты показывают процесс 

сборки амилоидных фибрилл и их полиморфизм начиная от первичной пептидной 

последовательности (Fitzpatrick et al., 2017). 

Амилоидные фибриллы из β-амилоидных пептидов Aβ (1–40) и Aβ (1–42), 

которые участвуют в болезни Альцгеймера, возможно, являются наиболее широко 

охарактеризованными примерами молекулярного и структурного полиморфизма 

амилоидов (Fändrich et al., 2011; Tycko, 2014; Tycko, 2015; Eisenberg, Sawaya, 2017). 

Недавно сообщалось, что структурный полиморфизм в значительной степени 

проявляется в амилоиде β-эндорфина человека. Подробная структурная 

характеристика функциональных амилоидов человека была проведена в деталях, 

объединив твердотельную ЯМР-спектроскопию и ПЭМ, и результаты показали, что 

амилоидные фибриллы, собранные в различных условиях, почти идентичны на 

атомном уровне и не показывают различий в молекулярном полиморфизме, однако на 

мезоскопическом уровне они обнаруживают очень богатый и разнообразный 

полиморфизм (Seuring et al., 2017).  

Подавляющее большинство информации, собранной о структурном 

полиморфизме амилоидных фибрилл, было получено на фибриллах, образованных in 
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vitro, и, таким образом, она не может быть прямо и полностью применима к 

патологическим амилоидам. Поэтому очень важно провести сопоставимые 

исследования полиморфизма амилоида на фибриллах, полученных непосредственно 

из образцов in vivo. Сообщалось, что амилоидные фибриллы разных белков человека 

показали структурный полиморфизм, сопоставимый с наблюдаемым in vitro, что 

позволяет предположить, что самосборка полипептидных цепей in vivo следует 

аналогичным химическим и физическим принципам сборки амилоидных фибрилл, 

происходящей in vitro (Annamalai et al., 2016). Кроме того, та же исследовательская 

группа сообщила, что амилоидные фибриллы из разных тканей или органов одного 

пациента или больного животного имеют одинаковую морфологию, что позволяет 

предположить, что пути неправильного свертывания белков следуют одним и тем же 

правилам независимо от того, где внутри тела фибриллы образуются или 

накапливаются (Annamalai et al., 2017).  

 

1.1.8. Методы изучения амилоидной агрегации белков 

 

Для изучения амилоидной агрегации применяется большое количество 

биофизических и биохимических методов анализа (Табл. 1). Выше (п.1.7.) отчасти 

описаны методы, используемые для изучения полиморфизма амилоидных фибрилл in 

vitro. Там же указана основная проблема методов структурного анализа, которая 

связана с отсутствием методов изучения процесса амилоидогенеза in vivo. И хотя был 

получен ряд данных о том, что формирование амилоидных агрегатов in vitro и in vivo 

происходит по схожим механизмам (Annamalai et al., 2016; Annamalai et al., 2017), тем 

не менее, экстраполяция данных, полученных in vitro, на живые организмы является 

основным ограничением структурных методов анализа.  

Представленные в таблице 1 методы можно разделить на методы, которые чаще 

применяют для диагностики амилоидозов в тканях организма и методы для 

исследования динамики агрегации белка in vitro, а также для изучения структурно-

морфологических характеристик амилоидных фибрилл и промежуточных продуктов 

амилоидной агрегации in vitro. 
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Несмотря на большое количество методов, использующихся для исследования 

амилоидных агрегатов и амилоидных отложений, все они имеют ряд ограничений при 

исследовании амилоидной агрегации. Поэтому, для исследования белковых агрегатов 

амилоидной природы применяют комплексный методологический подход. Такой 

подход минимизирует недостатки каждого отдельного метода и способствует 

получению наиболее полной картины процесса агрегации исследуемого объекта. 

Далее в таблице 1 приведены методы исследования амилоидов с указанием их 

основных недостатков.   



 

 

 

Таблица 1. Методы исследования амилоидных агрегатов (мод. из Yakupova et al., 2019)  

Наимен

ование 

метода 

Характеристики и особенности Ограничения  

Иммуно

гистохи

мическ

ий и 

иммуно

химичес

кий 

методы 

анализа 

Иммуногистохимические методы применяют для визуализации и 

белковых агрегатов, и включений, обнаруживаемых в срезах тканей 

больных амилоидозом (Galvin, 2003). Этот метод широко доступен и 

легко применим в большинстве патологоанатомических лабораторий 

(Flodrova et al., 2018). 

Иммуногистохимия использует антитела для обнаружения амилоидов. 

Применяют моноклональные антитела, нацеленные на амилоидогенные 

предшественники (Strege et al., 1998; De Genst et al., 2014), и амилоидные 

фибриллы (Strege et al., 1998; Higaki et al., 2016). Существуют также 

конформационно-специфические антитела, которые распознают 

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

фибриллы многих типов амилоидных белков (Kayed et al., 2007; Sarsoza 

et al., 2007; Dumoulin, Dobson, 2004; De Genst, Dobson, 2012).  

Небольшой биспецифический радиолиганд на основе антител, 

способный преодолевать гематоэнцефалический барьер, может 

связываться с внутримозговым Aβ, позволяя его визуализировать in vivo 

(Fang et al., 2018). 

Сюда также входят люминесцентные конъюгированные олиготиофены, 

как уникальный класс амилоидных красителей (Aslund et al., 2009; 

Psonka-Antonczyk et al., 2016; Rasmussen et al., 2017). 

Коммерчески доступные антитела к различным белкам 

часто неоптимальны для идентификации тех же белков в 

конформации амилоидных фибрилл (Westermark et al., 

2018). Это вызвано тем, что белки принимают различные 

конформации и различные модификации во время 

образования фибрилл, такие как N- или C-концевое 

укорочение (Westermark et al., 2018). Для преодоления 

этого ограничения были разработаны новые 

конформационно-специфические антитела (Kayed, Glabe, 

2006; Kayed et al., 2007; Sarsoza et al., 2007; Murakami et 

al., 2016). В настоящее время они еще не нашли широкого 

применения и требуют дополнительной проверки. 

Новые методы, в которых используются люминесцентные 

конъюгированные олиготиофены (Aslund et al., 2009; 

Psonka-Antonczyk et al., 2016; Rasmussen et al., 2017) и 

радиолиганды на основе антител (Fang et al., 2018), также 

нуждаются в дальнейшем тестировании. 

Эти новые разработки в основном используются для 

обнаружения фибрилл Aβ и иногда фибрилл α-

синуклеина (Kayed et al., 2007). 

Окраши

вание 

Связывание КК с амилоидами in vitro вызывает характерное увеличение 

поглощения КК, приводящее к красному смещению его пика 

Анализ научных данных показывает, что только одного 

окрашивания КК недостаточно для подтверждения 



52 

 

 

Конго 

красны

м 

поглощения от 490 до 512 нм и присутствию уникального плечевого 

пика приблизительно при 540 нм (Meehan et al., 2004; Frid et al., 2007). 

Амилоид выявляют по повышенной оптической анизотропии после 

связывания КК (Linke, 2006), что называют «яблочно-зеленым двойным 

лучепреломлением» (под скрещенными поляризаторами) (Howie, Owen-

Casey, 2010). «Яблочно-зеленое двойное лучепреломление» 

используется для обнаружения отложений амилоида в тканях и в 

исследованиях амилоидов in vitro (Elghetany, Saleem, 1988; Linke, 2006; 

Howie, Owen-Casey, 2010). Сегодня этот метод широко используется в 

гистопатологических лабораториях, поскольку он прост и рентабелен. 

Существуют различные модификации метода, в том числе 

флуоресцентный анализ с использованием КК.  

амилоидной природы белковых агрегатов in vitro или для 

диагностики амилоидоза в срезах тканей. Имеется также 

достаточное количество доказательств неспецифического 

связывания КК при определении амилоидной природы 

белковых агрегатов.  

Окраши

вание 

Тиофла

вином 

Т/S 

Флуоресценция тиофлавина является классическим методом 

обнаружения и анализа амилоидов в образцах тканей (Westermark et al., 

1999). ТТ избирательно локализуется в амилоидных отложениях, после 

чего демонстрирует резкое увеличение яркости флуоресценции 

(Westermark et al., 1999). Это окрашивание также используется в 

исследованиях in vitro (Persichilli et al., 2011; Lindberg et al., 2017). При 

связывании с амилоидными фибриллами ТТ дает сильный сигнал 

флуоресценции (приблизительно 482 нм) при возбуждении при 450 нм 

(Naiki et al., 1989). Интенсивность флуоресценции линейно зависит от 

массы амилоидных фибрилл (например, от количества доступных 

сайтов связывания). По увеличению массы фибрилл рассчитывают 

концентрацию амилоида (Cohen et al., 2013). Снижение интенсивности 

эмиссии ТТ часто интерпретируют как показатель ингибирования роста 

фибрилл (Groenning et al., 2007). 

Окрашивание тиофлавином T/S легко выполнить, но 

потребность во флуоресцентной микроскопии 

ограничивает полезность этого метода окрашивания 

(Westermark et al., 1999). Другие ткани, такие как хрящи, 

эластические волокна и мукополисахариды, также могут 

быть окрашены TT (Vassar, Culling, 1959; Kelényi, 1967; 

LeVine, 1995). Иногда, даже при субстехиометрическом 

соотношении краситель/мономер, TT подвергается 

существенному самотушению, что приводит к 

нелинейной связи между его свойствами связывания и 

испускания (Lindberg et al., 2017). В связи с этим, без 

предварительных экспериментов использование данного 

метода для изучения кинетики образования фибрилл 

проблематично. 
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Флуоресценция TT обычно не является подходящим 

инструментом для обнаружения олигомерных 

интермедиатов во время роста амилоидных фибрилл 

(Persichilli et al., 2011). Тем не менее, этот краситель 

связывается с некоторыми олигомерами (Lindgren et al., 

2005; Grudzielanek et al., 2006; Maezawa et al., 2008). 

КД 

Этот метод используется для определения вторичной структуры белков 

и пептидов в амилоидных агрегатах (McCubbin et al., 1988; Abe, 

Nakanishi, 2003). 

Этот метод основан на дифференциальном поглощении лево- и 

правополяризованного света с круговой поляризацией хиральными 

молекулами в растворе (Scarlett et al., 2015). 

Этот метод можно использовать только для определения 

изменений вторичной структуры in vitro, и он 

чувствителен к ароматическим соединениям, 

присутствующим в образце.  

Инфрак

расная 

спектро

скопия с 

преобра

зование

м Фурье 

(ИК-

Фурье) 

ИК-Фурье представляет собой спектроскопию поглощения, в которой 

обнаруживаются переходы, возникающие из-за колебательных мод 

связей с участием гетероатомов (Smith, 2011; Stuard, 1997). Этот метод 

можно использовать для изучения амилоидных агрегатов (Bouchard et 

al., 2000; Zou et al., 2013). Наличие и относительную распространенность 

структуры β-листов в пептидах и белках можно оценить методом 

инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье (Calero, Gasset, 

2005). Существуют методики получения спектров белков в любом 

физическом состоянии, включая кристаллы, порошки, тонкие пленки и 

водные растворы, а также мембраносвязанных белков (Calero, Gasset, 

2005).  

Имеются водные помехи (Calero, Gasset, 2005). 

Необходима высокая концентрация белка (Calero, Gasset, 

2005). Этот метод может быть использован только в 

исследованиях in vitro. 

ЯМР 
Молекулярные и супрамолекулярные структуры амилоидных фибрилл 

можно исследовать с использованием различных методов 

Этот метод дорог и сложен (Karamanos et al., 2015). 

Анализ ограничен небольшими белками (Karamanos et al., 
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твердотельного ЯМР (Lansbury et al., 1995; Burkoth et al., 2000; Balbach 

et al., 2002; Antzutkin et al., 2002; Jaroniec et al., 2004; Tycko, 2004; Aimoto 

et al., 2010; Tycko, 2011; Scheidt et al., 2011). 

2015). Его можно использовать только в исследованиях in 

vitro. 

Рентген

овская 

дифрак

ция 

Метод используется для изучения структур нерастворимых амилоидных 

волокон (Makin, Serpell, 2005(a); Morris, Serpell, 2012). 

Данным методом можно выявить наличие поперечной структуры β-

листа путем обнаружения экваториальных рефлексов 4-5 Å и осевых 

рефлексов 10-12 Å, которые соответствуют расстояниям между 

участками β-цепей и β-листами соответственно (Inouye et al., 1993; Sunde 

et al., 1997). 

Этот метод можно использовать только тогда, когда 

образец находится в кристаллизованной форме. Этот 

метод трудно использовать для изучения интермедиатов 

на начальных стадиях агрегации. Этот метод может быть 

использован только в исследованиях in vitro. 

СМУРР 

СМУРР является мощным методом для характеристики структурных 

изменений в амилоидных фибриллах (Vestergaard et al., 2007; Oliveira et 

al., 2009; Chatani et al., 2015; Dahal et al., 2017). 

СМУРР может быть использовано для исследования структуры, 

фолдинга и конформационной динамики глобулярных белков, в том 

числе мультидоменных и мультисубъединичных белков (Jacques, 

Trewhella, 2010). 

Эта техника дорогая и сложная. Этот метод может быть 

использован только в исследованиях in vitro. 

Крио-

ЭМ 

Технология криоэлектронной микроскопии позволяет с высоким 

разрешением (менее 5 Å) определять атомные структуры амилоидных 

фибрилл in vitro (Gremer et al., 2017; Fitzpatrick et al., 2017; Li et al., 2018). 

Также этой методикой можно исследовать амилоиды, выделенные из 

тканей (ex vivo) (Jiménez et al., 2001; Fitzpatrick et al., 2017). 

Изучение аморфных агрегатов, или агрегатов с 

нерегулярной структурой амилоида этим методом 

затруднено или невозможно. Процесс пробоподготовки 

очень сложен. 

ПЭМ 

Этот метод можно использовать для исследования размера и 

морфологии белковых агрегатов в растворе in vitro. Поскольку 

амилоидные фибриллы обладают уникальными электронно-

В некоторых случаях этот метод не подходит для 

диагностики амилоидоза. Например, иммунотактоидная 

гломерулопатия и фибриллярный гломерулонефрит могут 
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микроскопическими характеристиками (Merlini, Bellotti, 2003), ПЭМ 

также используется в США и других странах при анализе биоптатов 

почек. Для повышения диагностической значимости метода может быть 

использована ПЭМ с применением иммунозолота, или методика, 

сочетающая иммуногистохимию с электронной микроскопией (Herrera 

et al., 1986). 

быть неправильно диагностированы как 

иммуноглобулиновый амилоидоз легких и тяжелых цепей 

(Sethi et al., 2010). 

АСМ 

Этот метод можно использовать для исследования размера и 

морфологии белковых агрегатов в растворе (Crespo et al., 2016). Этот 

метод также используется для исследования свойств амилоидных 

фибрилл, таких как механическая прочность и модуль Юнга (Adamcik, 

Mezzenga, 2012). 

При использовании контактного режима высокие силы 

сдвига могут вызвать повреждение фибрилл (Gosal et al., 

2006). Для режима постукивания на воздухе требуется 

«высушенный» образец, поэтому этим методом нельзя 

напрямую исследовать отростки фибрилл; в результате 

могут наблюдаться потенциальные артефакты 

обезвоживания (например, кристаллы соли, повреждение 

фибрилл), а степень гидратации не может 

контролироваться (Gosal et al., 2006). Для режима 

постукивания в жидкости текущая скорость сканирования 

слишком низкая для визуализации быстрых процессов, и 

часто образцы (фибриллы) должны быть хорошо 

прикреплены к поверхности. Другие методы атомно-

силовой микроскопии, включая использование опорных 

поверхностей (например, липидных бислоев), часто 

трудно использовать (Gosal et al., 2006). 

Динами

ческое 

рассеян

ДРС – это метод лазерного рассеяния, способный к анализу 

распределения размеров диффундирующих частиц в диапазоне 

размеров от нанометров до микрометров (Berne, Pecora, 1977). 

Измеряется гидродинамический радиус частицы, но он 

может отличаться от истинного радиуса. В результате 

определение реальных размеров и формы макромолекул 

затруднено. 
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ие света 

(ДРС) 

Возможность разрешать мультимодальные распределения размеров и 

проводить измерения абсолютного размера делает ДРС света мощным 

методом для систем с гетерогенными видами. Его используют для 

количественного изучения образования фибрилл в ряде систем из 

разных белков (Lomakin et al., 1996; Georgalis et al., 1998; Hill et al., 2009; 

Streets et al., 2013). 

Флуорес

центная 

корреля

ционная 

спектро

скопия 

Этот высокочувствительный аналитический метод используется для 

измерения динамических молекулярных параметров, таких как время 

диффузии (по которому можно рассчитать размер частиц), конформация 

и концентрация флуоресцентных молекул (Tjernberg et al., 1999; Sahoo et 

al., 2016). Метод оказался особенно эффективным для характеристики 

распределения частиц по размерам в молекулярных ассоциациях 

(например, образование димеров/мультимеров и фибрилл) как в хорошо 

функционирующих термодинамически уравновешенных системах in 

vitro, так и в более сложных средах in vivo. Таким образом, 

флуоресцентная корреляционная спектроскопия может быть 

использована в качестве высокочувствительного и специфического 

конкурентного анализа для выявления потенциальных ингибиторов 

образования фибрилл (Tjernberg et al., 1999). 

Этот метод требует использования флуоресцентных 

меток для маркировки образцов амилоида. Это делает его 

сложным и редко используемым. 

Гель 

фильтра

ционны

й анализ 

Этот метод используется для разделения широкого спектра частиц 

разного размера путем пропускания раствора, содержащего частицы, 

через частично проницаемую гелевую среду. Он используется для 

анализа промежуточных продуктов (в основном олигомеров) и для 

идентификации растворимых агрегатов в тканях (Erlich et al., 2010; 

Esparza et al., 2016). 

Невозможно исследовать агрегаты с высокой 

молекулярной массой. Этот метод неэффективен для 

масштабирования, поскольку эксклюзионная 

хроматография плохо работает с большими объемами 

жидкости. 
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Аналит

ическое 

ультрац

ентрифу

гирован

ие 

Этот метод основан на анализе скорости седиментации, используемой 

для определения размера, формы и гидродинамического поведения 

растворимых макромолекул, включая амилоидные фибриллы, а также 

для изучения процесса амилоидной агрегации (Schuck, 2000; Mok, 

Howlett, 2006; Pham et al., 2011; Mok et al., 2015). 

Этот метод используется только для конкретных задач. 

 

 



 

 

 

1.2. РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ АМИЛОИДНЫХ БЕЛКОВ  

 

1.2.1. Амилоидные фибриллы при различных заболеваниях  

 

Проблема амилоидной агрегации вызывает интерес прежде всего в связи с 

известными патологиями, поскольку амилоидные агрегаты обнаружены в 

различных органах и тканях при заболеваниях человека и животных (Chiti, Dobson, 

2017). Амилоидозы представляют собой редкую и гетерогенную группу 

заболеваний, характеризующихся отложением аномально свернутых белков в 

тканях, что в конечном итоге приводит к повреждению органов (Ow, Dunstan, 2014). 

Отложения в основном внеклеточные и идентифицируются в основном с 

использованием красителя КК. Текущая классификация амилоида в медицинской 

практике основана на типе амилоидного белка предшественника. На сегодняшний 

день более 36 белков идентифицированы как амилоидогенные для человека (Picken, 

2020).  

Склонность к образованию амилоидных агрегатов включает в себя 

комбинацию нескольких факторов, среди которых: увеличение концентрации 

белков с приобретенной или наследственной мутацией, также увеличение 

концентрации белков дикого типа с присущей им склонностью к неправильной 

укладке, или накопление амилоидогенных протеолитических фрагментов белков 

(Chiti, Dobson, 2017; Nuvolone, Merlini, 2017; Misra et al., 2019). 

Процесс сворачивания белков как правило находится под защитой систем 

контроля качества белков, которые работают на клеточном и внеклеточном уровнях 

и быстро устраняют неправильно свернутые белки. Амилоидогенез (образование 

амилоидных агрегатов в организме) происходит только тогда, когда эти системы 

контроля качества перегружены или их возможности снижаются из-за старения 

организма и накопления мутаций. В процессе амилоидогенеза непрерывно 

образуются неправильно свернутые белки, которые в дальнейшем агрегируют в виде 

протофибрилл и, в конечном счете, зрелых фибрилл. Важно отметить, что 

амилоидная токсичность наблюдается у олигомеров, протофибрилл и даже у зрелых 

фибрилл. Хотя механизмы данной токсичности, особенно для зрелых фибрилл 
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изучены недостаточно. В процессе фибриллогенеза амилоидный компонент, 

аполипопротеин E и гликозаминогликаны способствуют образованию отложений 

амилоида. Эти компоненты обнаружены во всех амилоидных отложениях (Chiti, 

Dobson, 2017; Nuvolone, Merlini, 2017; Misra et al., 2019). 

 

1.2.2. Классификация амилоидозов  

 

В соответствии с рекомендациями Международного общества амилоидоза 

(англ. – International Society of Amyloidosis (ISA)) в медицине термин «амилоид» 

применяется в основном к внеклеточным отложениям фибриллярного белка, 

которые распознаются по их связыванию с КК и по их желто-зеленому двойному 

лучепреломлению в поляризованном свете (Benson et al., 2018).  

Современная классификация амилоидозов в медицинской практике основана 

на типе амилоидного белка. Амилоид обозначается буквой А (от амилоида), за 

которой следует аббревиатура типа белка: AL (амилоид, образованный из легкой 

цепи иммуноглобулина), ATTR (амилоид, образованный из белка транстиретина) и 

т.д. В таблице 2 приведен сокращенный список белков амилоидных фибрилл и их 

предшественников у человека. Варианты амилоидных белков, связанные с 

наследственными амилоидозами, называются в соответствии с заменой 

аминокислоты; таким образом, указывается название задействованной 

аминокислоты и положение замены: например, ATTRV30M (валин заменен 

метионином). Хотя ISA рекомендует однобуквенный код аминокислоты, в 

литературе часто используется трехбуквенное обозначение аминокислоты в 

соответствии с рекомендациями Рабочей группы по описанию вариантов 

последовательности Общества вариаций генома человека. Название 

«наследственный», а не «семейный» рекомендуется ISA для амилоидных 

заболеваний, связанных с мутантными белками. Более того, ISA рекомендует 

«наследственный ATTRv», где «v» означает вариант, а не «m» – мутант; однако 

иногда ATTRm (или hATTR для наследственного ATTR) можно встретить в 

литературе как альтернативу ATTRv (Picken, 2020). 
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Амилоидные отложения могут быть локальными или системными, при этом 

отложения присутствуют в одном органе в первом случае и поражают различные 

органы и ткани по всему телу во втором. Исключительно локализованные отложения 

амилоида связаны по крайней мере с 24 типами белков, в то время как по крайней 

мере 14 типов белков (и многие другие варианты) последовательно связаны с 

системным амилоидозом. Интересно, однако, что по крайней мере 4 белка (AL/AH, 

амилоидоз, вызванный легкой или тяжелой цепью иммуноглобулина, 

соответственно, ATTR, а также амилоидоз, вызванный β2-микроглобулином, Aβ2M) 

могут вызывать как локальные, так и системные амилоидозы (Buxbaum et al., 2022). 

Клинические проявления амилоидозов гетерогенны и могут зависеть от 

генетических факторов и факторов окружающей среды. Хотя определенные 

фенотипы обычно могут быть связаны с определенными типами амилоида, 

существует значительное клиническое совпадение, и, следовательно, классификация 

амилоидозов только по клиническим признакам не рекомендуется. 

 

Таблица 2. Классификация амилоидозов (Buxbaum et al., 2022).  

Фибриллярный 

белок 

Белок 

предшественник 

Системный 

(S) или 

локализова

нный (L) 

Приобретён

ный (A) или 

наследствен

ный (H)  

Локализация 

AL, AH 

Иммуноглобулин 

лёгкие (L) или 

тяжёлые цепи (H) 

S,L A,H* Все органы кроме ЦНС** 

AA 

(Apo) 

сывороточный 

амилоид А  

S A 
Все органы кроме ПНС# и 

ЦНС 

ALECT2 

Фактор-2 

хемотаксиса 

лейкоцитов  

S A 
Преимущественно почки, а 

также печень 

ATTRv 
Транстиретин, 

варианты (v) 
S H 

Сердце, ПНС, ВНС##, 

глаза, лептоменикс,  

ATTR 
Транстиретин, 

дикий тип 
S A 

Преимущественно сердце, 

лёгкие, связки, 

синовиальное влагалище 

сухожилия 

Аполипопротеин 

AI 

Аполипопротеин 

A I, варианты 
S H 

Почки, сердце, печень, 

ПНС, яички, гортань (С-

концевые варианты), кожа 

(С-концевые варианты) 
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Фибриллярный 

белок 

Белок 

предшественник 

Системный 

(S) или 

локализова

нный (L) 

Приобретён

ный (A) или 

наследствен

ный (H)  

Локализация 

Аполипопротеин 

AII 

Аполипопротеин 

A II, варианты 
S H Почки 

Аполипопротеин 

AIV 

Аполипопротеин 

A IV, дикий тип 
S A 

Мозговой слой почки и 

системный амилоидоз 

Аполипопротеин 

CII 

Аполипопротеин 

C II, варианты 
S H Почки 

Аполипопротеин 

CIII 

Аполипопротеин 

C III, варианты 
S H Почки 

AGel 
варианты 

гелсолина 
S H 

ПНС, роговица глаза, 

почки 

ALys 
Варианты 

лизоцима 
S H Почки 

ALECT2 

Лейкоцитарный 

хемотаксический 

фактор-2 

S A Преимущественно почки 

AFib 
Фибриноген α-

цепь, варианты 
S H Преимущественно почки 

ACys 
Варианты 

Цистатина С 
S H ПНС, кожа 

ABri Варианты ABriPP S H ЦНС 

ADanb ADanPP, варианты L H ЦНС 

Aβ 

Aβ 

предшественник, 

дикий тип 

L A 

ЦНС 

Aβ 

предшественник, 

варианты 

L H 

Aβ2Mv 
вариант β2-

микроглобулина 
S H ВНС 

Aβ2M 

Дикий тип, 

ятрогенный 

(диализ) 

S A 
Скелетные мышцы, место 

инъекции 

AαSyn α-Синуклеин L A ЦНС 

ASem1 
Семеногелин 1, 

дикий тип 
L A Семенные пузырьки 

ATau Тау белок L A ЦНС 
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Фибриллярный 

белок 

Белок 

предшественник 

Системный 

(S) или 

локализова

нный (L) 

Приобретён

ный (A) или 

наследствен

ный (H)  

Локализация 

APrP 

PrP, дикий тип L A 

Болезнь Крейтцфельдта-

Якоба, фатальная 

бессонница 

PrP, варианты L H 

Болезнь Крейтцфельдта-

Якоба, Синдром Герстмана 

– Штраусслера, фатальная 

бессонница 

 PrP, варианты S H ПНС 

ATMEM106B 

Трансмембранный 

106B 

(TMEM106B) 

L A 

Заболевания лобно-

височной долевой 

дегенерации 

ACal (Про)кальцитонин 

L A 
С-клеточные опухоли 

щитовидной железы 

S A Почки 

AIAPP ^ 

Островковый 

амилоидный 

полипептид 

L A 
Островки Лангерганса, 

инсулиномы 

AANP 

Предсердный 

натрийуретически

й пептид 

L A Предсердия сердца 

APro Пролактин L A 
Пролактиномы гипофиза, 

старение гипофиза 

ASom (Про)соматостатин L A Соматостатиномы 

AGluc Глюкагон L A Глюкагонома 

APTH 
Паратиреоидный 

гормон 
L A 

Опухоли паращитовидной 

железы, старение 

паращитовидных желез 

AIns инсулин L A 
Ятрогенный, место 

инъекции 

AEnf энфувиртид L A 
Ятрогенный, место 

инъекции 

AGLP1 

Аналог 

глюкагоноподобно

го пептида 1 

L I 
Ятрогенный, место 

инъекции 
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Фибриллярный 

белок 

Белок 

предшественник 

Системный 

(S) или 

локализова

нный (L) 

Приобретён

ный (A) или 

наследствен

ный (H)  

Локализация 

AIL1RAP 

Белок-антагонист 

рецептора 

интерлейкина-1 

L  
Ятрогенный, место 

инъекции 

ASPCd 
Сурфактантный 

белок легких 
L A Легкие 

ACor Корнеодесмозин  L A 
Ороговевающий эпителий, 

волосяные фолликулы 

AMed 
Лактадгерин 

(MFG-E8) 
L A 

Старение аорты, медия, 

эластичные артерии 

AKer Керато-эпителин L A Роговица 

ALac Лактоферрин L A Роговица 

AOAAP 

Одонтогенный 

белок, связанный с 

амелобластами 

L A Одонтогенные опухоли 

ASem1 Семеногелин 1 L A Семенные пузырьки 

ACatKe Катепсин К L A 
Ассоциированный с 

опухолью 

AEFEMP1e 

EGF-содержащий 

фибулиноподобны

й белок 1 

внеклеточного 

матрикса 

(EFEMP1) 

L A Вены 

*Также были включены крайне редкие случаи наследственного AL (Benson et al., 2018). 

**ЦНС – центральная нервная система, #ПНС – периферическая нервная система, ##ВНС – 

вегетативная нервная система, ^АIAPP – островковый амилоидный полипептид.  

 

В клинической практике очень важно проводить различие между излечимыми 

и неизлечимыми амилоидозами. Более того, амилоидозы с генетическим 

компонентом необходимо отличать от спорадических типов, а системные 

амилоидозы – от локализованных форм (Picken, 2014; Wechalekar et al., 2016; Gertz, 

2018; Merlini et al., 2018; Gertz et al., 2019; Maurer et al., 2019; Adams et al., 2020; Naiki 

et al., 2020).  
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1.2.3. Функциональные амилоиды  

 

Доказательства того, что амилоиды могут иметь положительные свойства 

найдены с начала 2000-х годов и с каждым годом белков – предшественников 

функциональных амилоидов становится больше. В клетках живых организмов 

присутствуют амилоиды и было обнаружено, что они играют жизненно важную 

роль. Такие амилоиды называют функциональными амилоидами (Табл. 3). 

Функциональные амилоиды, как и амилоиды, связанные с различными патологиями, 

имеют кросс-β структуру и связываются с красителями КК и ТТ.  

Функциональные амилоиды были обнаружены как у прокариот (Romling et al., 

1998; Claessen et al., 2003; Otzen, Nielsen, 2008; Otzen, 2010), так и у эукариот (Si et 

al., 2003(a); Si et al., 2003(b); 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) (Таблица 3). Известно, что амилоиды обладают антиоксидантным 

(Atwood et al., 2002; Smith et al., 2002) и антибактериальным действием (Westermark 

et al., 2007; Kumar et al., 2016). 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 прион-подобные свойства и играет 

ключевую роль в длительных синаптических изменениях (Si et al., 2003(a); Si et al., 

2003(b)). 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 человека 

цитоплазматический РНК-связывающий белок TDP-43 образует амилоидо-

подобные олигомеры, названные миогранулами (Vogler et al., 2018).  



65 

 

 

В таблице 3 также приведены синтетические амилоидные фибриллы, 

созданные человеком для выполнения определённых функций, такие как, например, 

полипептид, названный Васцином. Ученые использовали прион-подобные свойства 

белков, которые могут изменять структуру подобных белков в организме, превращая 

их в нефункциональную агрегированную (амилоидную) форму и создали пептид 

Васцин, способный связываться в клетках с рецептором VEGFR2. Такое связывание 

приводило к амилоидной агрегации в клетках VEGFR2 и, тем самым, ингибировался 

VEGFR2-зависимый рост опухоли как в культуре клеток человека, так и в модели 

опухоли у мышей (Gallardo et al., 2016).  

Почему одни амилоиды могут быть патологическими, а другие – 

функциональными? В чем причина отсутствия токсичности функциональных 

амилоидов? На сегодняшний день механизмы, лежащие в основе нетоксичных 

свойств функциональных амилоидов все еще неясны. Однако Джексон и Хьюитт 

предложили отличительные особенности, характерные для функциональных 

амилоидов: (1) регулирование содержания амилоидогенных пептидов/белков в 

организме; (2) уменьшение времени жизни олигомерных форм при амилоидогенезе; 

(3) нахождение амилоидных форм внутри мембран-ассоциированных органелл 

(таких как меланосома); (4) регулирование образования амилоида другими 

молекулами и разборка фибрилл в физиологических условиях (Jackson, Hewitt, 

2017).  

Итак, завершая эту часть литературного обзора, следует отметить следующее. 

Открытие амилоидов в органах и тканях при различных заболеваниях на долгие годы 

определило негативную роль этих образований и сконцентрировало исследователей 

на поиск лекарственных препаратов, основанном на, возможно, ошибочном 

подходе, направленном на ингибирование образования амилоидных фибрилл. 

Теперь становится очевидным, что в основе амилоидной агрегации лежит более 

сложный процесс структурных преобразований, во многом регулируемый. В 

результате этого сложного процесса формируются надмолекулярные структуры с 

различными свойствами, не всегда являющиеся опасными для организма. Если 

коротко охарактеризовать существующую проблему в исследовании амилоидных 

агрегатов, то она звучит так: «Амилоидные структуры – гораздо больше, чем просто 
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кросс β-структура» (Gallardo et al., 2020). Поэтому исследования структурных 

изменений в белках при амилоидной агрегации имеют большую важность, 

поскольку полученные результаты, несомненно, помогут в будущем решить разные 

задачи, среди которых повышение эффективности работы функциональных 

амилоидов (например, для улучшение памяти), разработка эффективных средств 

лечения амилоидозов, разработка новых материалов с уникальными свойствами, а 

также увеличение эффективности белковых лекарственных препаратов путём 

снижения их возможной агрегации.  



 

 

 

Таблица 3. Функциональные амилоиды (Мод. из Yakupova et al., 2021).  

Вид или 

организ

м 

Белок или 

пептид 
Функция м.м. Структура  

Наличие 

кросс β-

структур

ы 

Изменения во 

вторичной 

структуре 

Связ

ыван

ие с 

ТТ и 

КК 

Условия формирования 

амилоидных агрегатов in 

vitro  

Ссылки 

Бактерии 

Escheric

hia coli, 

Salmonel

la spp. 

Курлин 

(англ. Curli) 

Образование 

биопленки, 

участие в 

распространени

и инфекции. 

CsgA 

(домен 

белка 

Курлина)  

~ 17.5 кДа 

В основном 

β-структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я CsgA) 

Метод КД: 

CsgA фибриллы 

содержат: 16% α-

спираль, 40% β-

участки, 13% β-

повороты, и 31% 

неупорядоченной 

структуры 

КК, 

TT 

фибриллы CsgA готовили 

путем диализа очищенного 

белка в 25 мМ Трис, рН 7.5, 

100 мМ NaCl и 0.5 мМ ЭДТА 

и инкубации при комнатной 

температуре (КТ) в течение 

нескольких дней 

(Chapman et 

al., 2002; 

Cherny et al., 

2005; 

Barnhart, 

Chapman, 

2006; 

Shewmaker et 

al., 2009) 

Streptom

yces 

coelicolo

r 

Чаплины 

(англ. 

Chaplins) 

Модуляция 

поверхностного 

натяжения 

воды. 

ChpD-H 

до 6 кДа  

ChpA – C 

~17-20 

кДа 

ChpD и ChpF 

содержит β-

структуру; 

ChpE 

неупорядоче

нная 

структура; 

ChpG и 

ChpH 

смешанная 

структура с 

элементами 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я)  

Метод КД: 

увеличение 

содержания β-

складчатой 

структуры 

TT 

Синтетический белок 

растворяли воде в 

концентрации 2 мг/мл  

 

(Claessen et 

al., 2003; 

Sawyer et al., 

2011) 
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β-структуры 

и 

неупорядоче

нности 

Rhizobiu

m 

legumino

sarum 

RopA и 

RopB 

Возможно, 

участвует в 

регуляции 

симбиоза 

между 

растениями и 

микроорганизм

ами  

RopA 

38.97 кДа 

RopB 22 

кДа 

В основном 

β- структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я RopB) 

Метод КД: 

До агрегации: 

RopA более 40% β-

структуры, 

RopB более 30% β-

структура 

После агрегации: 

42% и 38% β-

структуры для 

агрегатов RopA и 

RopB, 

соответственно 

КК, 

TT 

Белки растворяли в 

1.1.1.3.3.3-гексафтор-2-

пропаноле (HFIP) и 

инкубировали в течение семи 

дней. После этого HFIP 

выпаривали и далее образцы 

перемешивали еще в течение 

семи дней 

(Kosolapova 

et al., 2019; 

Kosolapova 

et al., 2022) 

Klebsiell

a 

pneumon

iae 

Микроцин 

(англ. 

Microcin 

E492 

(Mcc)) 

Бактериоцин, 

мембранный 

порообразующи

й пептид, 

(амилоидная 

форма 

неактивна) 

~7.8 кДа 

В водном 

растворе 

неупорядоче

нная 

структура, в 

метаноле α-

спиральная 

структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я  

Метод КД: 

У агрегированной 

формы Mcc много β-

складчатой 

структуры 

КК, 

TT 

Очищенный Mcc (400 

мкг/мл) инкубировался в 

буфере для агрегации (50 мМ 

PIPES-NaOH, 0.5 М NaCl, pH 

6.5) в течение 48 ч при 37 °C 

при постоянном 

встряхивании  

(Bieler et al., 

2005; Arranz 

et al., 2012; 

Shahnawaz et 

al., 2017) 

Xanthom

onas 

species 

Харпины 

(англ. 

Harpins 

(HpaG)) 

Секретируется 

фитопатогенны

ми бактериями, 

дестабилизируе

15.6 кДа 

В основном 

α-спиральная 

структура  

Нет 

данных 

Метод КД: 

При агрегации в 

течение 3 дней 

структура 

КК 

Образцы Харпина 

инкубировали без 

перемешивания в 20 мМ Tris-

HCl (pH 8.0), содержащем 10 

(Oh et al., 

2007) 
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т мембраны 

растений, 

вызывает 

гибель клеток 

изменилась в 

сторону 

образования β-

складчатости 

мМ NaCl, при 27 °C в 

течение 14 дней. 

Грибы 

Podospo

ra 

anserine 

HET-s 

Регуляция 

образования 

гетерокариона 

~32 кДа 

34% α-

спиральной, 

16% β-

складчатой и 

50% 

неупорядоче

нной 

структуры 

 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я (HET-s 

(218–

289))  

Метод КД: 

17% α-спиральной, 

32% β-складчатой, 

and 50% 

неупорядоченной 

структуры 

 

Метод ИК-Фурье: 

В инфракрасном 

спектре 

растворимой формы 

полоса амида I' 

достигает 

максимума при 1650 

см-1. В спектре 

агрегированной 

формы этот 

максимум был 

сдвинут на 1643 см-

1, и наблюдалось 

плечо ~1625 см-1 

КК, 

TT 

для 

HET-

s 

(218–

289) 

Пептид HET-s (218-289) был 

растворен при рН 2.5 в 150 

мМ уксусной кислоте, но в 

неденатурирующих условиях 

при рН 8.0 в течение 

нескольких часов пептид 

спонтанно образовывал 

агрегаты 

(Dos Reis et 

al., 2002; 

Wan et al., 

2012; 

Balguerie et 

al., 2003; 

Ritter et al., 

2005) 
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Sacchar

omyces 

cerevisia

e 

 

URE2p 

Регуляция 

катаболизма 

азота 

~ 38 кДа 

β-складчатая 

структура, α-

спираль and 

неупорядоче

нная 

структура 

Электрон

ная и 

рентгенов

ская 

дифракци

я 

(URE2p),  

и 

рентгенов

ская 

дифракци

я (PFD 

домена). 

Метод КД PFD 

домена: 

Структура меняется 

с неупорядоченной 

на богатую β-

складчатостью. 

  

ИК-Фурье домена 

PFD: 

В спектре 

доминирует полоса 

при ∼1625 см–1 

(наличие 

межмолекулярной 

β-складчатой 

структуры 

КК, 

TT 

Фибриллы формировали 

путем инкубации белковых 

растворов (обычно с 

концентрацией ~1 мг/мл) на 

шейкере в течение 16 ч при 

4°С 

 

(Baxa et al., 

2005; 

Sant’Anna et 

al., 2016) 

Sacchar

omyces 

cerevisia

e 

 

Sup35p 

(Прион-

индуцирова

нный 

домен 2–

114 и PFD 

домен) 

Регуляция 

чтения стоп-

кодона 

~75 кДа 

Небольшое 

содержание 

α-спирали 

или β-

складчатой 

структуры 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я (PFD 

домен)) 

Метод КД PFD 

домена: 

При агрегации 

неупорядоченная 

структура 

изменяется на 

преобладающую β-

складчатую 

структуру. 

 

ИК-Фурье:  

КК 

Фибриллы Sup35pN (прион-

индуцирующий домен 2–114) 

получали в 0.1% TFA/40% 

ацетонитрила с 

использованием фракций 

ВЭЖХ с обращенной фазой, 

содержащих изократически 

элюированный Sup35pN. 

Приготовление 100 мкМ 

раствора Sup35pN приводило 

к образованию фибрилл 

после 1 недели инкубации 

при 4°C; 

(King et al., 

1997; True et 

al., 2004; 

Sant’Anna et 

al., 2016) 
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В ИК спектре 

доминирует полоса 

∼1625 см–1 

 Спонтанное образование 

фибрилл происходит в 50 мМ 

натрий-фосфатном буфере 

(pH 2.0) с 40% ацетонитрила 

Sacchar

omyces 

cerevisia

e 

 

Swi1p 

Фактор 

ремоделирован

ия хроматина 

(прионная 

форма 

неактивна) 

~140 кДа. Нет данных 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я (PFD 

домен)) 

Метод КД PFD 

домена: 

При агрегации 

неупорядоченная 

структура 

изменяется на 

преобладающую β-

складчатую 

структуру. 

 

ИК-Фурье:  

В ИК спектре 

доминирует полоса 

∼1625 см–1.  

Нет 

данн

ых 

Нет данных 

(True et al., 

2004; Du et 

al., 2008) 

Sacchar

omyces 

cerevisia

e 

 

Mot3 

Регуляция 

транскрипции 

генов 

ремоделирован

ия клеточной 

стенки 

(прионная 

форма 

неактивна) 

~55 кДа Нет данных 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я (PFD 

домен)) 

Метод КД PFD 

домена: 

При агрегации 

неупорядоченная 

структура 

изменяется на 

преобладающую β-

складчатую 

структуру. 

 

КК, 

TT 
Нет данных 

(Alberti et al., 

2009; 

Sant’Anna et 

al., 2016) 
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ИК-Фурье:  

В ИК спектре 

доминирует полоса 

∼1625 см–1  

Грибы 

(Most 

fungi) 

Гидрофоби

ны (англ. 

Hydrophobi

ns) 

Образование 

покрытия, 

модуляция 

адгезии и 

поверхностного 

натяжения 

7-9 кДа. 

 

В основном 

неупорядоче

нная 

структура и 

небольшое 

количество 

антипаралле

льных β-

цепей 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

Метод КД: 

β-складчатая 

структура является 

преобладающим 

элементом 

вторичной 

структуры 

КК, 

TT 

Для гидрофобина SC3 

Schizophyllum commune: 

При связывании с 

гидрофобной твердой 

поверхностью белок 

находится в промежуточном 

α-спиральном состоянии, 

тогда как при самосборке на 

границе воздух-вода 

образуются нити имеющие β- 

складчатую структуру. 

(de Vocht et 

al., 2000; 

Butko et al., 

2001; 

Chapman et 

al., 2002; de 

Kwan et al., 

2006) 

Животные 

Насеком

ые и 

рыбы 

Белки 

хориона 

 

(центральн

ый домен 

белков 

хориона 

тутового 

шелкопряд

а А и В 

семейства) 

Структурная и 

защитная 

функции 

яичной 

скорлупы. 

34 и 24 

кДа 

В обоих 

семействах 

белков 

преобладает 

β-складчатая 

структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

Совокупность 

методов  

метод ИК-Фурье и 

НПВО ИК-Фурье: 

наличие 

однородных β-

листов в структуре 

фибрилл пептида 

cA_m1; 

 

НПВО ИК-Фурье: 

КК 

Пептид сА (центральный 

домен белков хориона 

шелкопряда семейства А) 

растворяли в 50 мМ натрий-

ацетатном буфере (pH 5) в 

концентрации 9 мг/мл для 

получения амилоидо-

подобных фибрилл после 3-4 

недель инкубации. 

(Hamodrakas 

et al., 1982; 

Iconomidou 

et al., 2000; 

Podrabsky et 

al., 2001; 

Iconomidou 

et al., 2001; 

Iconomidou 

et al., 2006) 
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64% 

антипараллельных 

β-цепей и 30% β-

поворотов в 

центральном домене 

белков хориона 

тутового 

шелкопряда. 

Nephila 

clavipes 

Nephila 

edulis 

Araneus 

diademat

us 

Спидроины 

и 

фиброин из 

Araneus 

diadematus  

Структурные 

свойства 

~320 кДа 

(спидроин

) 

β-складчатая 

структура β-

повороты и 

неупорядоче

нная 

структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

Метод КД:  

Увеличение β-

складчатой 

структуры при 

агрегации 

КК, 

TT 

Лиофилизированный белок 

растворяли в 6 М тиоцианате 

гуанидиния в концентрации 

0.1 мг/мл и диализовали 

против 0.01 М фосфата калия 

в течение нескольких дней 

при комнатной температуре. 

Для ускорения образования 

фибрилл добавляли 10 об. % 

метанола 

(Mackay et 

al., 2001; 

Slotta et al., 

2007; Dicko 

et al., 2004) 

Все 

млекопи

тающие 

включая 

Homo 

sapiens 

Негликозил

ированный 

люменальн

ый 

фрагмент t 

of Pmel17 

(rMα) 

Амилоидные 

матрицы 

Pmel17 

ускоряют 

ковалентную 

полимеризацию 

малых 

реактивных 

молекул в 

меланин 

110 кДа 

(28 кДа 

трансмем

бранный 

фрагмент(

Mβ) и 80 

кДа 

люменаль

ный 

β-складчатая 

структура, α-

спираль и 

неупорядоче

нная 

структура  

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

Методы КД и ИК-

Фурье агрегатов 

Mα: 11% α-спирали, 

32% β-складчатой 

структуры, 23% β-

повороты, 33% 

неупорядоченной 

структуры 

КК, 

TT 

rMα фибриллы были 

получены путем разбавления 

(из концентрированного 8 М 

Гуанидин хлорида, 50 мМ 

KH2PO4/K2HPO4, pH 7.4, 100 

мМ раствора KCl) rMα в 125 

мМ буфере 

CH3COOH/CH3COOK, pH 5.0 

до конечной концентрации 

10 мкМ и далее оставляли 

(Fowler et al., 

2006; Watt et 

al., 2009) 
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фрагмент 

(Mα)) 

при комнатной температуре в 

течение 24 ч. 

Drosoph

ila 

melanog

aster 

CPEEB 

(Orb2) 

 

Консолидация 

памяти. 

Белок, 

связывающий 

элемент 

цитоплазматиче

ского 

полиаденилиро

вания, 

регулирует 

трансляцию 

мРНК 

~62 кДа 

Ядро 

протофиламе

нта 

принимает 

простую 

шпилькообр

азную 

укладку, 

состоящую 

из двух β-

цепей 

Да 

(крио-

ЭМ)  

Данные крио-ЭМ: 

31 аминокислотный 

остаток из 704 

остатков образуют 

амилоидное ядро в 

агрегатах, 

представляющее 

собой кросс β-

структуру. 

Остальная часть 

молекулы остаётся 

динамически 

неупорядоченной 

TT 

Рекомбинантные образцы 

Orb2A и Orb2A88 были 

помещены в раствор, 

содержащий 10 мМ HEPES, 

pH 7.6, 100 мМ KCl, 1 М 

мочевины и 1 мМ ДТТ с 

использованием диализа и 

обессоливающей колонки 

PD-10. Затем образцы 

инкубировали на шейкере 

при комнатной температуре 

до 2 недель 

(Si et al., 

2003(a); Si et 

al., 2003(b); 

Cervantes et 

al., 2016; 

Hervas et al., 

2020; 

Ulamec, 

Radford, 

2020) 

Растения 

Pisum 

sativum 

L 

Vicilin 

(Cupin-1.1 

((19-166 aa) 

and Cupin-

1.2(229-394 

aa)) 

Образование 

амилоидов, 

способствует 

накоплению и 

сохранению 

запасных 

белков в 

семенах 

растений 

~50 кДа 

β-

Складчатая 

структура 

(содержит 

домен, 

представляю

щий β-

бочонок)  

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

Метод КД: 

до агрегации 

Купин-1.1 и купин-

1.2 (4-12% β-

складчатой 

структуры), 

вицилин (39% β-

складчатой 

структуры) 

После агрегации 

Купин-1.1, купин-

1.2 и вицилин (40-

КК, 

TT. 

Растворение в 1.1.1.3.3.3-

Гексафтор-2-пропаноле с 

последующим удалением его 

из пробы и инкубацией 

растворенных белков в 

дистиллированной воде при 

37 °С в течение 7 сут для 

Вицилина, Купин-1.1, Купин 

-1.2 и в 5 мМ фосфатно-

солевом буфере, pH 7.4 в 

течение одного дня при 25 °C 

для Купин -1.2 

(Antonets et 

al., 2020) 
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42% β-складчатой 

структуры) 

Синтетические амилоидные агрегаты 

Синтези

рованны

е 

пептиды 

(Homo 

sapiens 

and 

Mouse) 

Васцин 

(Vascin) – 

Пептид на 

основе 

амилоидоге

нной 

последоват

ельности 

рецептора  

эндотелиал

ьного 

фактора 

роста 

сосудов 

VEGFR2 

Ингибирует 

VEGFR2-

зависимый рост 

опухоли 

~2.3 кДа. 

Неупорядоче

нная 

структура 

 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

ИК-Фурье: 

β-структура 

изменилась на кросс 

β-структуру 

ТТ 

300 мМ васцина в 1% (масс. 

/об.) NH4CO3 после 24-

часовой инкубации при 

комнатной температуре 

(Gallardo et 

al., 2016) 

Dosidicu

s gigas 

(D. 

gigas) 

Зубья 

присосок 

щупальцев 

(Sucker ring 

teeth)  

Молекулярный 

дизайн 

биомиметическ

их 

термопластичн

ых структурных 

биополимеров 

на основе 

белков и 

пептидов с 

Нет 

данных 

В основном 

β-складчатая 

структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

ИК-Фурье: 

специфическая для 

β-листа 

инфракрасная 

полоса была на 

1235 см-1 при 

комнатной 

температуре. После 

нагревания до 

150 °C, постепенно 

Нет 

данн

ых 

Нагревание свыше 150 °C 
(Latza et al., 

2015) 
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потенциальным

и 

применениями 

в биомедицине 

и 3D-печати 

инфракрасная 

полоса смещалась 

до 1220 см-1 

Синтети

ческие 

пептиды 

Аналог 

гонадорели

на 

(Gonadotro

pin-

releasing 

hormone) 

(GnRH) 

Использование 

амилоидов в 

лекарственных 

средствах 

длительного 

действия. 

Сортировка, 

хранение и 

высвобождение 

различных 

гормонов 

1.2 кДа 

Вторичная 

структура 

отсутствует 

Нет 

данных 
Нет данных 

КК, 

TT. 

GnRH аналоги растворялись 

в 1 мл 5% D-маннитол и 

0.01% азиде натрия в 

концентрации 1 мг/мл. Затем 

аналоги GnRH инкубировали 

при комнатной температуре 

без перемешивания.  

(Maji et al., 

2008; 2009) 

Escheric

hia coli 

и 

Bacillus 

circus и 

Mytilus 

gallopro

vincialis 

CsgA (в 

виде 

амилоидоге

нных ядер) 

+ 

хитинсвязы

вающие 

домены 

(CBD) + 

белки 

ножки 

мидии 

Разработка 

многофункцион

альных 

молекулярных 

материалов с 

индивидуально

й структурой и 

характеристика

ми на основе 

амилоида 

CsgA ~ 

17.5 кДа 

Mfp3 5 - 

7.5 кДа 

Mfp5 9.5 

CBD 6 

кДа 

β-складчатая 

структура и 

неупорядоче

нная 

структура 

Да 

(рентгено

вская 

дифракци

я) 

Двухдоменные 

белки содержали 

60% β-складчатой 

структуры/β-

повороты и 40% 

неупорядоченной 

структуры за счет 

введения Mfps. По 

сравнению с их 

двухдоменными 

аналогами, 

трехдоменные 

КК, 

TT 

Белки либо диализовали 

против растворов ФСБ (pH 

5.0 или 2.5) в течение 2 дней, 

либо инкубировали при 4°C в 

кислых условиях в течение 3 

дней для стимулирования 

образования амилоидных 

волокон с последующим 

повторным растворением в 

гексафтор-2-пропаноле 

(HFIP) 

(Cui et al., 

2019) 
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фибриллы обладают 

большим 
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структуры 

 

 



 

 

 

1.3. МУЛЬТИДОМЕННЫЕ МЫШЕЧНЫЕ БЕЛКИ 

СУПЕРСЕМЕЙСТВА ИММУНОГЛОБУЛИНОВ  

 

1.3.1. Обоснование выбора объекта исследования 

 

К суперсемейству иммуноглобулинов относятся некоторые мышечные белки 

(титин, миозин-связывающий белок С, миомезин и другие), состоящие из 

чередующихся Ig- и FnIII-доменов, имеющих иммуноглобулиноподобную β-

сэндвич структуру (Vaughan et al., 1993; Okagaki et al., 1993; Pfuhl, Pastore, 1995). В 

качестве объекта исследования были выбраны два основных белка этого семейства: 

гладкомышечный титин с м.м. его изовариантов 500 кДа и 1500 кДа и 

скелетномышечный миозин-связывающий белок С – С-белок с м.м. 132 кДа. С-белок 

эксперсссируется только в поперечно-полосатых мышцах, тогда как разные 

изоформы титина, являясь продуктом альтернативного сплайсинга, 

экспрессируются и в поперечно-полосатых, и в гладких мышцах (Рис. 5). В 

поперечно-полосатых мышцах титин и С-белок взаимодействуют в А-зоне 

саркомера, участвуя в формировании высокоупорядоченной саркомерной 

структуры. Титин в гладких мышцах, несмотря на отсутствие точных данных о его 

локализации, взаимодействует с актином и миозином и играет важную роль в 

поддержании структурно-функциональной целостности сократительного аппарата 

гладкомышечных клеток.  

Известно, что легкие цепи иммуноглобулинов, состоящие из подобных 

доменов, формируют амилоиды, которые являются патологическим признаком 

наиболее распространенной формы системного амилоидоза. Отложение 

амилоидных агрегатов легких цепей иммуноглобулинов обнаружены, в том числе, в 

скелетных мышцах и в сердце. Однако амилоидных агрегатов титина и С-белка in 

vivo обнаружено не было. В свою очередь показано, что при растяжении саркомера 

домены титина могут разворачиваться, делая доступными для межмолекулярного 

взаимодействия скрытые гидрофобные участки этих доменов, что может привести к 

агрегации соседних молекул белка и нарушению его функций (Minajeva et al., 2001; 

Rief et al., 1997). Ряд in vitro исследований, проведенных начиная с 1999 года, 

демонстрируют высокую склонность титина к агрегации (Oberhauser et al., 1999; 
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Wright et al., 2005; Borgia et al., 2013; Borgia et al., 2015). При этом в подавляющем 

большинстве работ при исследовании механизмов неправильного сворачивания 

титина и его агрегации в качестве модели использовались отдельные домены этого 

белка (Wright et al., 2005; Borgia et al., 2015). Исследования, проведенные ранее в 

нашей лаборатории, выявили способность титина и С-белка, выделенных из 

скелетных мышц кролика, агрегировать in vitro с образованием пучков линейных 

фибрилл (Марсагишвили и др., 2005). На основании данных о взаимодействии 

агрегатов титина и С-белка с Конго красным и Тиофлавином Т было высказано 

предположение об их амилоидной природе (Марсагишвили и др., 2005). Однако не 

было получено подтверждение амилоидной природы вышеуказанных агрегатов 

методом рентгеновской дифракции, как и не были исследованы изменения 

структуры в молекулах титина и С-белка при их агрегации.  

Научный интерес к исследованию агрегации мультидоменных мышечных 

белков связан с тем, что до сих пор нет убедительного подтверждения присутствия 

амилоидных агрегатов титина и С-белка в мышечных клетках, несмотря на 

достаточно высокую склонность этих белков к агрегации, что подтверждается 

результатами in vitro и in vivo исследований. Не ясно, возможно ли участие этих 

белков в формировании агрегатов амилоидного или неамилоидного типов в 

мышечных клетках? А если и возможно, то какую роль будет играть агрегация этих 

белков – положительную (функциональную) или патологическкую?  

Эти вопросы актуальны и своевременны, учитывая данные ряда исследований, 

в которых показано, что укороченные молекулы титина, экспрессирующиеся при 

развитии дилатационной кардиомиопатии могут не встраиваться в саркомер, а 

накапливаться в виде внутриклеточных агрегатов, которые могут проявлять 

цитотоксичность и нарушать процесс «контроля качества белка» по механизму 

«пептидного яда» (Fomin et al., 2021; Schafer et al., 2017; Herman et al., 2012; 

Kellermayer et al., 2024). Известны данные о том, что и укороченные молекулы C-

белка, обнаруженные при развитии гипертрофической кардиомиопатии, также 

могут участвовать в процессе формирования белковых агрегатов в клетке, 

нарушающих работу убиквитин-протеосомальной системы (Mearini et al., 2008; 

Sarikas et al., 2005; Zolk et al., 2006).  
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Таким образом, вопросы о том, могут ли мультидоменные мышечные белки 

участвовать в амилоидной агрегации in vivo, и если да, то какое это будет иметь 

значение (положительное или отрицательное) остаются открытыми. Ответы на эти 

вопросы, скорее всего, скрываются в особенностях структурных изменений, 

которые происходят при агрегации этих белков.  

В данной работе проведено комплексное in vitro исследование агрегационных 

свойств гладкомышечного титина (ГМТ) и скелетномышечного С-белка для 

выяснения типа образующихся белковых агрегатов, а также структурных изменений 

при агрегации вышеуказанных белков. Выбор С-белка был сделан на основании 

того, что он является основным компонентом поперечного саркомерного 

цитоскелета в миофибриллах сердечной и скелетных мышц позвоночных животных. 

Выбор гладкомышечного титина – более низкомолекулярного аналога титина 

поперечно-полосатых мышц (в которых этот белок является основным компонентом 

продольного саркомерного цитоскелета) был сделан с целью минимизации 

методических сложностей при исследовании гигантских молекул данного белка.  

 

1.3.2. Титин: структура и функции  

 

1.3.2.1. Роль титина в мышечных клетках  

 

Титин синтезируется как в клетах гладких мышц, так и в клетках поперечно-

полосатой мускулатуры. Расположение титина в гладкомышечных клетках 

неизвестно, тогда как в поперечно-полосатых мышцах титин является одним из 

основных белков саркомерного цитоскелета и его молекулы простираются от М-

линии до Z-диска.  

Каркас саркомера поперечно-полосатых мышечных клеток образован тремя 

типами нитей: толстыми, состоящими преимущественно из миозина, тонкими, 

состоящими преимущественно из актина, и эластичными нитями, которые 

формирует гигантский белок титин (Рис. 5). В то время как миозин и актин в 

основном ответственны за Ca2+-зависимое развитие силы саркомера, эластичным 

нитям присущи другие функции, в частности, развитие пассивного напряжения при 

растяжении саркомера и «возвратной силы» при сокращении мышцы.  
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Рис. 5. Схематичное изображение саркомера поперечно-полосатых мышц, а также 

схематическое представление сократительного аппарата гладкомышечных клеток. 

Показаны расположения актина, миозина и титина. Схемы саркомера скелетных мышц и 

сократительной единицы гладких мышц воспроизведены из работ (Bobylev et al., 2021; 

Timchenko et al., 2024). Схема сократительной единицы гладкомышечной клетки 

воспроизведена с использованием данных (Lavoie et al., 2009; Ye et al., 2015). 

Предположительное расположение гладкомышечного титина приведено на основе данных 

(Kim, Keller, 2002; Labeit et al., 2006; Chi et al., 2008). В правом нижнем углу приведены 

схематические изображения структур Ig-подобного (I9) домена, расположенного в I-полосе 

саркомера, и домена FnIII (Fn62), расположенного в A-полосе саркомера. Домены были 

воспроизведены на основе файла PDB (UniProtkB–Q8WZ42 (TITIN_HUMAN) 

https://www.uniprot.org/uniprot/Q8WZ42). Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2021; 

Timchenko et al., 2024), выполненных при участии автора диссертации. 

 

В саркомерах сердечной и скелетных мышц позвоночных титин является 

третьим по количеству (после актина и миозина) белком (Labeit et al., 1997). 

Благодаря своей очень специфической структуре и положению в саркомере титин 

играет особенно важную роль в формировании вязко-упругих свойств 

https://www.uniprot.org/uniprot/Q8WZ42
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миофиламентов. В этой связи титин выступает в роли молекулярной пружины и, 

наряду с коллагеном, является основным детерминантом пассивной упругой силы в 

мышечных клетках (Granzier, Irving, 1995; Linke 2008; Tskhovrebova, Trinick, 2010; 

Gautel, 2011(b)). Титин также участвует в сложных механизмах запуска и регуляции 

актин-миозинового взаимодействия, отвечает за удержание толстых филаментов в 

центре саркомера, способствует сборке саркомера и является молекулярным 

механосенсором, регулирующим различные процессы внутриклеточной 

сигнализации (Krüger, Linke, 2011). Вязко-упругие свойства титина сердечной 

мышцы динамически изменяются во время развития сердца, а также могут 

претерпевать негативные изменения при сердечных заболеваниях (Linke, Hamdani, 

2014). Эти изменения в молекуле титина оказывают сильное влияние на 

диастолическую функцию миокарда (Koser et al., 2019).  

Центральное положение титина в саркомере в сочетании с его ролью 

сигнального узла позволяет ему функционировать в качестве молекулярного 

механосенсора (Krüger, Linke, 2011). Поскольку в работающем саркомере белок 

подвергается высоким механическим нагрузкам, молекула титина подвергается 

сложному процессу контролю качества белка. Однако в саркомере, который 

постоянно сокращается и расслабляется, «контроль качества» такого гигантского 

белка представляет собой огромную проблему, и нарушение этого процесса может 

приводить к накоплению в клетке фрагментов титина и их последующей агрегации.  

 

1.3.2.2. Структура титина и его функции  

 

Гигантский белок титин кодируется одним геном (TTN), содержащим 364 

экзона, что дает теоретический (максимальный) размер полипептида с м.м. ~4.2 МДа 

(Bang et al., 2001). Самым длинным вариантом титина считается «каноническая» 

изоформа, которую экспериментально еще не обнаружили. Её размер должен 

достигать 3960 кДа (35991 аминокислотных остатков) (Hackman et al., 2017). К 

настоящему времени самая длинная N2A-изоформа белка была обнаружена в 

скелетной «камбаловидной» мышце m. soleus (3700 кДа) человека и животных. Она 

образуется при экспрессии 312 экзонов (Prado et al., 2005). Самым коротким 

вариантом титина в поперечно-полосатых мышцах млекопитающих является C-
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концевая усеченная изоформа – новекс-3 (625 кДа) (Bang et al., 2001; Krüger, Linke, 

2011). Подобное разнообразие изоформ титина возможно благодаря 

альтернативному сплайсингу, обеспечивающему в теории экспрессию более 1 

миллиона вариантов белка (Guo et al., 2010). Экспрессия определённого ряда 

изоформ титина зависит как от типа мышечной ткани, так и от адаптации мышц к 

факторам внешней или внутренней среды (Вихлянцев, Подлубная, 2012). 

Молекулы титина имеют длину ~1 мкм и диаметр 3-4 нм (Suzuki et al., 1994; 

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

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

эластичных (Cola et al., 2005; Вихлянцев, Подлубная, 2012). Титин как поперечно-

полосатых, так и гладких мышц состоит в основном из последовательно 

соединенных иммуноглобулин-подобных (Ig) и фибронектин-подобных (Fn/FnIII) 

доменов с β-складчатой структурой (Gregorio et al., 1999; Bang et al., 2001; Giganti et 

al., 2018). Домены имеют длину ~6 нм и ширину 3-4 нм. Исследования показали, что 

этот гигантский полипептид имеет различное строение в разных зонах саркомера 

поперечно-плосатых мышц (Tskhovrebova, Trinick, 2010). Расположение титина во 

всех зонах саркомера, эластические свойства и взаимодействие со многими белками 

создают основу для обеспечения множества различных функций. Доменная 

структура титина поперечно-полосатых и гладких мышц приведена на рисунке 6.  

 

Рис. 6. Доменные структуры молекул титина скелетных и гладких мышц, а также 

скелетномышечного миозин-связывающего белка С. Адаптировано по (Freiburg et al., 2000; 

Labeit et al., 2006; Linke, Hamdani, 2014; McNamara, Sadayappan, 2018). 

 

К основным функциям титина можно отнести следующие:  

1) Титин 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); 
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2) Титин участвует в поддержании высокоупорядоченной саркомерной 

структуры и, вследствие этого, сократительной функции мышцы (Horowits et al., 

1986; Higuchi, 1992); 

3) Титин участвует в запуске и регуляции актин-миозинового взаимодействия 

как через связывание с белками тонких нитей (Kulke et al., 2001; Lee et al., 2010), так 

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

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

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

титином в единую сеть, титин 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(b); Stahl et al., 2011).  

Известно, что NH2-конец титина связывается с Z-диском саркомера 

посредством взаимодействия с небулином или сердечной изоформой этого белка 

небулетте (Witt et al., 2006), α-актинином 2 (Sorimachi et al., 1997; Labeit et al., 2006) 

и телетонином (Mues et al., 1998; Granzier, Labeit, 2004; Miller et al., 2004; Lange et 

al., 2006). Телетонин соединяет NH2-концевые участки двух молекул титина в Z-

диске саркомера (Zou et al., 2006). В комплексе с компонентом Z-дисков α-

актинином и мышечным белком LIM титин и телетонин образуют механический 

комплекс, чувствительный к растяжению (Knöll et al., 2002). Часть молекулы титина, 

расположенной в I-зоне слабо связана к соседними филаментами и, таким образом, 

может действовать как вязко-упругая молекулярная пружина, которая способствует 

развитию пассивной жесткости при растяжении саркомеров поперечно-полосатых 

мышц.  

В I-зоне саркомера поперечно-полосатых мышц титин состоит из 

последовательности проксимальных Ig-доменов, специфичного для сердца домена 

N2B (включая уникальную последовательность N2-B, N2-bus), последовательности 

медиальных Ig-доменов, домена N2A, домена PEVK (имеющего высокое 

содержание остатков пролина (P), глутаминовой кислоты (E), валина (V) и лизина 

(K)) и последовательности дистальных Ig -доменов.  
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Большая часть молекулы титина (∼2 МДа) расположена в А-зоне (Bang et al., 

2001). В этой зоне саркомера титин тесно связан с миозином и миозин-связывающим 

белком С (Tskhovrebova, Trinick, 2004; Lange et al., 2006; Tonino et al., 2019). Эта 

часть молекулы титина состоит в основном из Ig-доменов и FnIII-доменов. Часть 

титина, расположенного в области M-линии, содержит титин-киназный домен (Bang 

et al., 2001; Gautel, 2011(a)). 

В клетках сердечной мышцы титин экспрессируется в виде двух основных 

изоформ: более длинной и более эластичной N2BA (∼3.2–3.3 МДа) и более короткой 

и, соответственно, более жесткой N2B (∼3.0 МДа). Клетки скелетных мышц 

содержат изоформу N2A с несколько более длинными специфическими для мышц 

вариантами сплайсинга (3.3-3.7 МДа) (Freiburg et al., 2000; Neagoe et al., 2003; Prado 

et al., 2005). В клетках сердечной мышцы соотношение изоформ N2BA и N2B в 

значительной степени определяет пассивную жесткость кардиомиоцитов (Krüger, 

Linke, 2011).  

 

1.3.2.3. Гладкомышечные изоформы титина  

 

Несмотря на то, что титин был открыт в 1979 году (Wang et al., 1979; Maruyama 

et al., 1981), его гладкомышечные изоформы были обнаружены спустя более чем 20 

лет в 2002 году (Kim, Keller, 2002) в экстракте гладкой мышцы желудка курицы. В 

гладкой мускулатуре курицы были выявлены изоформы титина с молекулярной 

массой ~700 кДа и ~2000 кДа, известные сначала как титин-подобные белки 

зэгматин (zeugmatin) (Maher et al., 1985) и смитин (smitin) (Kim, Keller, 2002). Однако 

в последствии было показано, что вышеуказанные титин-подобные белки, в 

частности смитин, являются изоформами титина и кодируются геном TTN (Labeit et 

al., 2006). В настоящее время известно, что в результате альтернативного сплайсинга 

в гладких мышцах животных (аорты, мочевого пузыря, желудка и др.) 

экспрессируются более котроткие, чем в поперечно-полосатых мышцах, изоформы 

титина (экспресируются только 80-100 экзонов гена титина) (Рис. 6). 

Гладкомышечные изоформы титина также преимущественно состоят из Ig- и FnIII-

доменов, из которых состоят изоформы титина поперчено-полосатых мышц; 

доменов, которые в саркомерах поперечно-полсатых мышц расположены в Z-диске, 
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I- и А-зонах. Вследствие этого, укороченные гладкомышечные изоформы могут 

связываться как с плотными телами (аналогами Z-дисков поперечно-полосатых 

мышц), так и с толстыми нитями в гладкомышечных клетках (Labeit et al., 2006). В 

связи с этим, предполагается участие гладкомышечного титина в запуске и 

регуляции актин-миозинового взаимодействия.  

Гладкомышечный титин (ГМТ) является достаточно длинной белковой 

молекулой (700-800 нм), на конце которой находится глобулярная головка (Kim, 

Keller, 2002). Молекулярная морфология ГМТ подобна таковой титину из 

поперечно-полосатых мышц. ГМТ взаимодействует с миозином in vitro (Kim, Keller, 

2002) и гладкомышечным α-актинином (Chi et al., 2005). Было обнаружено что, как 

и в поперечно-полосатой мышце один из сайтов связывания ГМТ находится на С-

терминальном конце α-актинина. Было также определено молекулярное 

соотношение миозина к ГМТ в белковых комплексах как 85:1. Предполагается, что 

каждая однонаправленная толстая нить содержит не более, чем 170 молекул 

миозина, из чего можно заключить, что на одну толстую нить или сократительную 

единицу приходится ~2 молекулы ГМТ. Учитывая то, что на стыке ядерной 

оболочки с плотным телом в гладких мышцах тонкие нити заякорены в ядре, можно 

предположить, что ГМТ может также быть локализован на периферии ядра, что 

предполагает для него пока не выясненную сигнальную роль (Zastrow et al., 2006).  

 

1.3.3. Миозин-связывающий белок С  

 

Семейство миозин-связывающих белков (C-белков) представляет собой группу 

саркомерных белков, которые регулируют актин-миозиновое взаимодействие. 

Существуют три паралога C-белка, которые кодируются отдельными генами с 

разными профилями экспрессии в поперечно-полосатых мышцах. «Медленный» 

скелетный C-белок кодируется MYBPC1, «быстрый» скелетный C-белок кодируется 

MYBPC2, тогда как MYBPC3 кодирует сердечный паралог C-белка (McNamara, 

Sadayappan, 2018). Эти три паралога обладают значительной гомологией 

последовательностей и состоят в основном из Ig- и Fn-III подобных доменов с бета-

складчатой структурой (Рис. 7) (Vydyanath et al., 2012; McNamara, Sadayappan, 2018). 
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Главной отличительной чертой MYBPC1 по сравнению с MYBPC2 и MYBPC3 

является высокий уровень сплайсинга, которому может подвергаться его транскрипт 

(Ackermann, Kontrogianni-Konstantopoulos, 2013). У людей и мышей было описано 

по крайней мере 14 транскриптов, кодирующих этот белок, что приводит к 

образованию белковых продуктов с молекулярными массами примерно от 126 до 

132 кДа (Ackermann, Kontrogianni-Konstantopoulos, 2010; Ackermann, Kontrogianni-

Konstantopoulos, 2013).  

 

Рис. 7. Схема структуры С-белка и его расположение в саркомере (Bobyleva et al., 2021). 

(А) Схематическое строение мышечного саркомера с толстыми и тонкими филаментами. 

C-белок локализован в С-зоне А-диска саркомера и показан оранжевым цветом. (Б) 

Доменная структура двух паралогов C-белка (на основе схем из (Vydyanath et al., 2012; 

McNamara, Sadayappan, 2018)). Ig-подобные домены изображены фиолетовыми блоками, а 

Fn-III подобные домены изображены желтыми блоками. Линкер (участок), обогащенный 

пролином-аланином (P/A), показан в зеленом овале, а M-домен показан в виде коричневого 

круга. Сайты фосфорилирования показаны синим кружком. С-белок имеет три сайта 

фосфорилирования в P/A домене и один в M-домене. Регион, отвечающий за связывание с 
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титином (отмечен светло-синим цветом) включает домены С8-С10 (данные только для 

сердечного паралога (Freiburg et al., 1996; Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2009; Tonino 

et al., 2019)). Ниже приведена схематическая структура трех Ig-подобных доменов 

«медленного» паралога С-белка (C2–C4), воспроизведенная на основе файла базы данных 

PDB (https://www.uniprot.org/uniprot/Q00872). Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 

2021), выполненной при участии автора диссертации. 

 

Известно, что в саркомере скелетных мышц C-белок связывается с Ф-актином 

(Moos et al., 1978; Shaffer et al., 2009; Kensler et al., 2011), титином (Furst, Vinkemeier, 

1992; Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2009), обскурином (Kontrogianni-

Konstantopoulos et al., 2005), миозином (Moos et al., 1975; Okagaki et al., 1993; Gilbert 

et al., 1996). Взаимодействие между C-концом C-белка и легким меромиозином 

миозина (ЛММ) происходит в C-зоне саркомера (Moos et al., 1975; Gilbert et al., 1996; 

Okagaki et al., 1993) (Рис. 7). N-конец (С0 домен) сердечного C-белка обладает 

способностью связывать тяжелый меромиозин (ТMM) миозина (Gruen, Gautel, 1999; 

Gruen et al., 1999) (Рис. 7). Описано связывание C-белка с белком LIM 1 (FHL1), 

(McGrath et al., 2006), который, как известно, является важным регулятором развития 

поперечно-полосатой мускулатуры (Vafiadaki et al., 2015). Также была описано 

взаимодействие между «медленным» C-белком и креатинкиназой мышечного типа 

(Chen et al., 2011), а также между сердечным С-белком и кальмодулином (Lu et al., 

2012), и белком FHOD3 (formin homology-2 domain-containing) (Matsuyama et al., 

2018). Таким образом C-белок играет важную роль в поддержании структурной 

целостностти саркомера и в функционировании поперечно-полосатых мышц 

(McNamara, Sadayappan, 2018). 

Нарушение функционирования данного белка связано с различными 

патологиями (McNamara, Sadayappan, 2018). К данным патологиям относятся 

артрогрипозы – семейство заболеваний с мутациями в MYBPC1 и MYBPC2. Мутации 

в гене MYBPC3, являются частой причиной гипертрофической кардиомиопатии 

(Flashman et al., 2004). Было показано, что при развитии гипертрофической 

кардиомиопатии укороченная форма С-белка (с С-конца) образует убиквитин-

положительные агрегаты (Mearini et al., 2008; Sarikas et al., 2005). Мутантный C-

белок также может индуцировать образование агрегатов (Zolk et al., 2006). Природа 

https://www.uniprot.org/uniprot/Q00872
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этих агрегатов (амилоидная/неамилоидная) неизвестна; однако было обнаружено, 

что укорочённая форма C-белка нарушает функцию убиквитин-протеасомной 

системы (UPS). Предполагается, что нарушение функционирования UPS связано с 

накоплением агрегатов, образованных, в том числе, из укороченных молекул C-

белка в цитозоле мышечных клеток (Zolk et al., 2006). 

 

1.3.4. Изучение агрегации титина и С-белка  

 

Способность титина формировать агрегаты in vitro была впервые показана в 

1993 году (Koretz et al., 1993). Было обнаружено, что в растворах с низкой ионной 

силой (0.1 М KCl) вблизи нейтрального значения рН (6.5) титин поперечно-

полосатых мышц формирует агрегаты. В 2003 году впервые было показано, что 

белки семейства титина (скелетномышечный титин, С-белок, Х-белок) способны 

формировать агрегаты, проявляющие амилоидные свойства (Марсагишвили и др., 

2005; Подлубная, Марсагишвили, 2008; Marsagishvili et al., 2005). В проведённых 

исследованиях методом ПЭМ был обнаружен полиморфизм агрегатов 

скелетномышечного титина и миозин-связывающих белков С, выделенных из 

скелетных мышц кролика. При этом была выявлена способность отдельных типов 

агрегатов связываться с красителями КК и ТТ, из чего авторы сделали вывод об 

амилоидной природе данных агрегатов (Марсагишвили и др., 2005; Подлубная, 

Марсагишвили, 2008). Немногим позже способность формировать агрегаты, 

которые связывались с КК и ТТ были обнаружены и у гладкомышечного титина 

(Бобылёва и др., 2010). Тем не менее, несмотря на связывание с вышеупомянутыми 

красителями, наличие четвертичной кросс-β-структуры показано не было. Также, за 

пределами понимания оставался вопрос о структурных изменениях, происходящих 

в молекуле исследуемых белков при формировании агрегатов. Понимание этого, в 

свою очередь, очень важно, поскольку размеры исследуемых белков предполагают, 

как минимум, специфический механизм формирования межмолекулярных связей в 

процессе агрегации. Это связано с тем, что при наличии таких гигантских размеров 

как, например, у титина, представляется маловероятным полный анфолдинг белка с 

последующим уходом в амилоидную структуру. Также выяснение особенностей 

структурных изменений при агрегации этих белков представляет собой интерес в 
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связи с возможной физиологической ролью или патологическими последствиями 

данной агрегации в мышечных клетках. Известно, что при растяжении мышечных 

клеток домены титина могут разворачиваться, раскрывая скрытые гидрофобные 

участки, что может привести к нежелательной агрегации белка и нарушению 

структуры и функционирования миофибриллярного аппарата мышечных клеток 

(Minajeva et al., 2001; Rief et al., 1997). Следствием агрегирования развернутых Ig-

доменов, например, в I-зоне саркомера, может быть аномально высокая жесткость 

молекул титина и, следовательно, миоцитов. Для предотвращения агрегации Ig-

доменов в этой части молекулы с ними связываются малые шапероны (sHSPs). В 

частности, показано, что HSP27 и αβ-кристаллин не взаимодействуют с 

дистальными Ig-доменами, расположенными вблизи A-диска саркомера, но 

связываются с Ig-доменами растяжимой части молекулы титина, расположенной 

между Z-диском и PEVK (Kötter et al., 2014). Следует заметить, что эти Ig-домены в 

отличие от PEVK и N2-B-последовательностей, более склонны к агрегации в 

условиях частичной денатурации (Kötter et al., 2014).  

В 2005 г. (Wright et al., 2005) при изучении агрегации между различными 

доменами титина был сделан вывод о том, что способность к агрегации возрастает, 

когда идентичность аминокислотных последовательностей между соседней парой 

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 короткоживущих 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). Авторы обратили внимание, что вышеуказанные структуры 

(«внутримолекулярные амилоиды») формируются не зависимо от процента 

идентичности аминокислотных последовательностей между соседней парой 

доменов, однако время жизни этих форм у пары доменов с низкой идентичностью 

аминокислотной последовательности гораздо меньше. Авторы предположили, что 

приобретённое в процессе эволюции снижение идентичности в аминокислотной 
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последовательности между соседними доменами у мультидоменных белков 

необходимо для уменьшения время жизни потенциально опасных для организма 

амилоидных конформаций (Borgia et al., 2015).  

Описанные литературные данные характеризуют титин и С-белок как 

интересные объекты для изучения процесса белковой агрегации.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Экспериментальный материал  

 

Актин и миозин-связывающий белок С (С-белок) выделяли из скелетных мышц 

кролика. Все процедуры на животных были одобрены Комиссией по биоэтике и 

биологической безопасности (Институт теоретической и экспериментальной 

биофизики РАН, разрешение № 30 от 10 сентября 2019 г.) в соответствии с 

Директивой 2010/63/ЕС Европейского парламента. Операции на кроликах 

проводили под анестезией Золетилом (Virbac Sante Animale, Carros, Франция) (4 

мг/кг, внутримышечно).  

Титин был получен из гладкомышечной ткани желудков курицы. Куриные 

желудки были приобретены с птицефабрики, расположенной недалеко от города 

Пущино (ООО «Шепиловская птицефабрика»), имеющей все необходимые 

лицензии на работу с животными, в частности, с курами.  

Культуры клеток фибробластов и гладкомышечных клеток для исследования 

цитотоксичности амилоидных агрегатов получены в Лаборатории 

фармакологической регуляции и клеточной резистентности ИТЭБ РАН.  

 

2.2. Выделение и очистка мышечных белков 

 

2.2.1. Выделение титина из желудков курицы 

 

Титин из гладких мышц желудков курицы выделяли по методу (Kim, Keller, 

2002) с модификациями. Мышцы желудков гомогенизировали в трехкратном или 

пятикратном 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 ФМСФ, 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, 
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содержащего 0.6 M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM 

ФМСФ, 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 (~1.0-1.5 мл) «колоночного» 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. Скорость 

прохождения элюата составляла 4-7 мл/час. Концентрацию белка определяли 

спектрофотометрическим методом, используя Е280
1 мг/мл = 1.37 (Trinick et al., 1984). 

Были отдельно получены две изоформы титина с молекулярными массами 1500 

кДа (ГМТВМИ) и 500 кДа (ГМТНМИ). 

 

2.2.2. Выделение С-белка из скелетных мышц кролика  

 

Выделение С-белка из скелетных мышц кролика производилось по методу, 

описанному в работе (Offer et al., 1973). Мышцы гомогенизировали и миозин 

экстрагировали трёхкратным (по отношению к весу мышц) объемом раствора «Губа-

Штрауба», содержащего 0.3 М KCl, 0.15 М K-фосфатный буферный раствор, 1 мM 

ФМСФ, 20 мкг/мл ингибитора трипсина, pH 6.5. Экстракцию проводили при 4°C в 

течение 10–15 минут при непрерывном перемешивании, затем центрифугировали в 

течение 15 минут при 5000 g. Супернатант переосаждали 14-ти кратным объемом 

охлажденной бидистиллированной воды, содержащей 0.1 мM ДТТ и 0.1 мM NaN3. 

Через 40–60 минут осадок миозина собирали центрифугированием в течение 30 

минут при 2500g. К осадку добавляли раствор, содержащий 2 М KCl, 0.2 М K-

фосфатный буфер, 4 мМ ЭДТА, pH 7.0, до конечной концентрации 0.5 М KCl, 0.05 
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М K-фосфатный буфер, 1 мМ ЭДТА, pH 7.0. После растворения осадка его 

разбавляли раствором, содержащим 0.5 М KCl, 0.05 М K-фосфатный буфер, 1 мМ 

ЭДТА, 0.1 мM NaN3, pH 7.0, до концентрации белка 10-12 мг/мл для последующего 

фракционирования сульфатом аммония.  

К белковому раствору добавляли равный объем охлажденного до 4°С 2.8 М 

сульфата аммония (до 36% насыщения) в растворе, содержащем 0.5 М KCl, 0.05 М 

K-фосфатный буфер, 1мМ ЭДТА, pH 7.0, оставляли на 20–30 минут для 

формирования актомиозинового осадка и затем центрифугировали в течение 1 часа 

при 2500 g. К супернатанту добавляли насыщенный при 4°С раствор сульфата 

аммония до достижения 43% насыщения. Через 30 минут образовавшийся осадок, 

содержащий миозин и С-белок собирали центрифугированием в течение 1 часа при 

2500 g. Затем осадок растворяли в 0.15 М К-фосфатном буферном растворе, рН 7.5, 

содержащем 10 мМ ЭДТА, 0.1 мM ДТТ и 0.1 мM NaN3 и диализовали против этого 

же буферного раствора до полного удаления сульфата аммония.  

Миозин, полученный после центрифугирования в течение 1 часа при 100000 g 

(«доколоночный» миозин), содержал ~5% С-белка. Для их разделения 

«доколоночный» миозин подвергался ионообменной хроматографии на колонке с 

носителем DEAE-Sephadex А-50, уравновешенным колоночным буфером. С-белок 

элюировали в свободном объеме колонки и собирали для дальнейшей очистки.  

В дальнейшем фракции С-белка (содержащие «быстрый» и «медленный» 

паралоги), полученные при хроматографической очистке миозина скелетных мышц 

на колонке с носителем DEAE-Sephadex А-50, концентрировали сульфатом аммония 

до степени насыщения 2.08 М и осаждали центрифугированием в течение 1 часа при 

3000 g. Осадок растворяли в буфере, содержащем 0.3 M KCl, 4.8 мM K2HPO4, 5.2 мM 

KH2PO4, 0.1 мM ДТТ, 0.1 мM NaN3, pH 7.0, и диализовали против этого буфера до 

полного удаления сульфата аммония. Разделение «быстрого» и «медленного» 

паралогов С-белка проводили на колонке с гидроксиапатитом, уравновешенным в 

этом же буфере. Для снятия белков с колонки использовали фосфатный градиент. 

Концентрацию белков определяли спектрофотометрически с использованием 

спектрофотометра SPECORD UV VIS, используя следующие значения 

коэффициентов экстинкции (Е2801 мг/мл): 1.09 (Starr, Offer, 1982).  
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2.2.3. Выделение актина из скелетных мышц кролика 

Для изучения токсического действия агрегатов титина и С-белка на культуры 

клеток в качестве контроля использовался фибриллярный актин. 

Актин выделяли по методу, описанному в работе (Pardee, Spudich, 1982) из 

ацетонового порошка. Для приготовления ацетонового порошка использовали 

мышечный гомогенат после экстракции из него миозина раствором «Губа-

Штрауба», содержащего 0.3 М KCl, 0.15 М K-фосфатный буферный раствор, 1 мM 

ФМСФ, 20 мкг/мл ингибитора трипсина, pH 6.5. (см. п. 4.2.2). Далее гомогенат 

обрабатывали при постоянном перемешивании в течение 10 минут при 4°С 

раствором, содержащим 50 мМ NaHCO3, с последующим центрифугированием в 

течение 10 минут при 5000 g. Осадок суспендировали при 4°С в растворе, 

содержащем 1 мМ ЭГТА, рН 7.0, перемешивали 10 минут и затем центрифугировали 

в течение 10 минут при 5000 g. Полученный осадок промывали в течение 5 минут 

дистиллированной водой при 4°С с последующим центрифугированием. Процедуру 

повторяли дважды. Далее осадок обрабатывали при комнатной температуре 5 раз по 

10 минут предварительно охлажденным ацетоном и отжимали через марлю. 

Полученный остаток сушили при комнатной температуре в течение 10-12 часов. 

Высушенный остаток просеивали для отделения актинового порошка от стромы и 

хранили порошок при минус 20°С.  

Актин экстрагировали из ацетонового порошка раствором, содержащим 2 мМ 

трис-HCl, 0.2 мМ NaATФ, 0.5 мМ β-меркаптоэтанола, 0.2 мМ CaCl2, рН 8.0, исходя 

из соотношения 20 мл экстрагирующего раствора на 1 г актинового порошка. 

Экстракцию проводили в течение 25 минут на льду при непрерывном 

перемешивании с последующим центрифугированием в течение 5 минут при 7000 g. 

Далее повторяли экстракцию с половинным количеством экстрагирующего 

раствора. Объединенные экстракты осветляли центрифугированием в течение 30 

минут при 12000 g. После этого актин полимеризовали, добавляя раствор 3 М KCl 

до концентрации 50 мМ и раствор 1 М MgCl2 до концентрации 2 мМ, и оставляли на 

10-12 часов при 4°С. Далее к полимеризованному актину добавляли раствор 3 М KCl 

до концентрации 0.6 М и перемешивали в течение 1 часа при 4°С. Затем белок 

центрифугировали 2 часа при 100000 g. При этом полимеризованный актин 

осаждался, а сопутствующие примеси оставались в супернатанте. Осажденный 
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актин суспендировали в небольшом количестве исходного экстрагирующего 

раствора и диализовали против этого же раствора в течение 2-х суток для 

деполимеризации актина. Деполимеризованный актин осветляли 

центрифугированием в течение 2-х часов при 100000 g и снова полимеризовали, 

добавляя раствор 3 М KCl до конечной концентрации 0.1 М. Концентрацию актина 

определяли спектрофотометрическим методом, используя Е280
1 мг/мл = 1.09.  

Фибриллы актина (Ф-актин) для экспериментов по исследованию 

цитотоксичности гладкомышечного титина (ГМТ) в качестве контроля были 

сформированы диализом против раствора, содержащего 0.1 M KCl, 1 мM ДTT, 0.1 

мM NaN3, pH 7.0 в течение 24 часов при 4°С.  

 

2.3. ДСН гель-электрофорез титина и С-белка  

 

Чистоту выделенного титина и С-белка проверяли методом ДСН-гель-

электрофореза по методу (Fritz et al., 1989) с модификациями. В частности, в наших 

экспериментах был использован разделяющий гель с 6.5% содержанием 

полиакриламида при электрофоретическом анализе титина, и гель с 7.5% 

содержанием полиакриламида при электрофоретическом анализе С-белка. Гель 

также содержал 0.75 М трис-HCl буфер, pH 8.8, 0.1% ДСН, 10% глицерина, 0.05% 

тетраметилэтилендиамина и 0.05% персульфата аммония. Электродный буфер при 

проведении электрофореза содержал 0.192 М глицина, 0.025 М трис и 0.1% ДСН, рН 

8.3. Электрофорез проводили при силе токе 5-7 мА первые 30–60 минут, после этого 

постепенно поднимали силу тока до 12-15 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 шейкере. Отмытые гели 

сканировали, а затем проводили денситометрический анализ и оценку 

молекулярных масс полос исследуемых белков с использованием компьютерной 

программы Total Lab v1.11. (Newcastle Upon Tyne, Великобритания) или Image Lab 

Software («Bio-Rad», США). В качестве образцов сравнения использовали белковые 
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маркеры различных молекулярных весов («PageRuler  Prestained Protein Ladder», 

10–180 kDa #26616 Thermo fisher scientific, США). 

 

2.4. Масс-спектрометрия образцов титина и С-белка 

 

Для подтверждения чистоты полученных препаратов С-белка, белковые 

фракции анализировали методом жидкостной хроматографии с тандемной масс-

спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС). Белки обрабатывали протеиназой К (Promega, 

США) и трипсином (Sigma, США). Затем смесь пептидов разделяли методом 

обращённо-фазовой хроматографии и анализировали на масс-спектрометре 

высокого разрешения OrbiTrap Elite ETD с орбитальной ловушкой (Thermo 

Scientific, Германия). Разность потенциалов между эмиттером и входным конусом 

1.8 кВ; температура нагретого капилляра 200°С. Фрагментацию ионов проводили 

путем активации столкновений в высокоэнергетической ячейке (HCD) и 

диссоциации с переносом электрона (ETD). Массы ионов и фрагментов ионов 

регистрировались с разрешением 60 000 и 15 000 соответственно. Полученные 

спектры фрагментации обрабатывали с помощью программы PEAKS Studio 7.5 

(Bioinformatics Solution Inc., Канада). 

Для масс-спектрометрического анализа гладкомышечного титина образец 

солюбилизировали в буфере (4% додецилсульфат натрия в 0.1 М трис-HCl pH 7.6, 

0.1 М ДТТ) и инкубировали в течение 5 мин при 95°C, как описано (Makhnovskii et 

al., 2020). Образцы обрабатывали ультразвуком (4 × 30 с при 20 Вт; ME220, Covaris, 

США), центрифугировали (5 мин, 16 000 × g) и собирали супернатант. Фильтр YM-

30 (Millipore, Ирландия) использовали для алкилирования и трипсинолиза (14 ч, 2 

мкг трипсина (Tripsin Gold, Promega, США)) по методу FASP (Wiśniewski et al., 

2009). Пептиды обессоливали с помощью микроколонок С18 и подвергали ВЭЖХ-

МС/МС анализу с использованием системы HPLC Ultimate 3000 RSLCnano (Thermo 

Scientific, США) согласно описанию (Makhnovskii et al., 2020).  
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2.5. Вестерн-блот анализ очищенных образцов титина и С-белка  

 

Для оценки чистоты препаратов титина и С-белка проводили ДСН-

электрофорез выделенных образцов этих белков в 6.5% ПААГ по методу (Fritz et al., 

1989) с модификациями, описанными выше. В качестве контроля на гель были 

нанесены гомогенат белков гладкой мышцы желудка курицы и гомогенат белков 

скелетной (m. Soleus и m. Psoas) мышцы кролика. Раствор для проб, в котором 

находились белки 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., 1989). В частности, перенос белков из 

геля на PVDF-мембраны проводили в течение 24 ч. Затем мембраны блокировали в 

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

первичными антителами проводили при комнатной температуре в течение 2 ч. В 

работе использовались следующие первичные антитела: 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 ч со вторичными антителами против IgG мышей, конъюгированными с 

пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich, США). Для определения С-белка 

использовались поликлональные anti-MYBPC1/anti-MYBPC2 антитела кролика (M-

190), sc-67353 (Santa cruz biotechnology, США). В качестве вторичных антител 

использовали антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich, 

США). 

 

2.6. Лиофилизация титина, С-белка и их агрегатов 

 

Для изучения цитотоксичности, а также для проведения исследований 

методами рентгеновской дифракции, ИК-Фурье и ДСК препараты белков или их 

агрегаты были лиофилизированы с целью последующего их разведения с нужной 

концентрацией. В образцы белков, растворенных в буферном растворе (колоночный 

буферный раствор), добавлялся 1% трегалозы, после чего они замораживались при 
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температуре минус 80°С. В случае с агрегатами обоих белков, в них ничего не 

добавлялось. Агрегаты подвергались заморозке при температуре минус 80°С в 

растворах, в которых происходила их агрегация. Далее образцы подвергались 

лиофилизации в лиофильной сушке FreeZone 1L (Labconco, США) при температуре 

минус 56°С и давлении 0.013 мБ. Контроль деградации белка после лиофилизации 

осуществлялся при помощи электрофореза, описанного в пункте 4.2.4. 

 

2.7. Условия формирования агрегатов титина и С-белка  

 

Для получения агрегатов ГМТ (м.м. 500 кДа), очищенный белок в 

«колоночном» буферерном растворе (0.6 M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM 

ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM ФМСФ, 10 мM имидазола, pH 7.0) диализовали в течение 

3 и 24 часов при 4°C против растворов, содержащих 0.2 M KCl, 10 мM имидазола, 

pH 7.0 и 0.15 M глицина-KOH, pH 7.0 в целлюлозной мембране (Sigma-Aldrich) 

(размером пор 25×16 мм).  

Для получения агрегатов ГМТ (м.м. 1500 кДа), очищенный белок в 

«колоночном» буферерном растворе (0.6 M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM 

ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM ФМСФ, 10 мM имидазола, pH 7.0) диализовали в течение 

1 часа и 24 часов при 4°C против раствора, содержащего 0.15 M глицина-KOH, pH 

7.0 в целлюлозной мембране (Sigma-Aldrich) (размером пор 25×16 мм). Способность 

к дезагрегации белка исследовалась после диализа обоих типов агрегатов титина 

против буферного раствора (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). 

Для получения агрегатов С-белка очищенный белок в колоночном буфере (0.3 

M KCl, 4.8 мM K2HPO4, 5.2 мM KH2PO4, 0.1 мM ДТТ, 0.1 мM NaN3, pH 7.0) 

диализовали против раствора, содержащего 0.15 M глицина-KOH, pH 7.0 в 

целлюлозной мембране (Sigma-Aldrich) (размером пор 25×16 мм) 24 часа при 4°C.  

Для изучения цитотоксичности агрегатов C-белка белок в буфере, содержащем 

0.3 М KCl, 4.8 мМ K2HPO4, 5.2 мМ KH2PO4, 0.1 мМ ДТТ, 0.1 мМ NaN3, pH 7.0, при 

начальной концентрации ~5 мг/мл переносился в раствор, содержащий 0.15 М 

глицин-КОН, рН 7.0. Образец разбавляли при 5°С в течение 10 мин для 

постепенного снижения ионной силы (разбавление в 10 раз до конечной 
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концентрации ~0.5 мг/мл). Затем для разделения олигомеров и агрегатов образцы 

центрифугировали при 15000 об/мин в течение 10 мин. Предполагалось, что в 

остатке преобладали агрегаты, а в супернатанте преимущественно олигомеры. 

Олигомеры дополнительно инкубировали в течение следующих 24 ч для получения 

олигомеров максимального размера. 

 

2.8. Динамическое рассеяние света 

 

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, содержащем 0.6 M KCl, 2 мM 

MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM ФМСФ, 10 мM имидазола, pH 

7.0 (колоночный буфер), принимали за начальную точку агрегации (0 мин). 

Поскольку вязкость препаратов белка варьировала из-за разного буферного состава, 

а расчеты размеров частиц на основе ДРС зависят от вязкости, отдельно измеряли 

вязкость буферных растворов исследуемых образцов. 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, составляло 0.92 сП*г/см3. Соответственно значение 

динамической вязкости составляло 0.92 сП. Эта величина была принята во внимание 

при измерении размеров 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 
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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. 

Для исследования агрегации C-белка, образец белка в буферном растворе, 

содержащем 0.3 M KCl, 4.8 мM K2HPO4, 5.2 мM KH2PO4, 0.1 мM ДТТ, 0.1 мM NaN3, 

pH 7.0, при начальной концентрации 1 мг/мл и объеме 100 мкл, был перенесён в 

раствор, содержащий 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 (объемом 900 мкл), путем 

постепенного разбавления до конечной концентрации 0.1 мг/мл для снижения 

ионной силы. Разбавление проводили медленно (в течение 5 мин) при температуре 

4°С. Анализ проводили в течение 24 ч. 

 

2.9. Просвечивающая электронная микроскопия 

 

Для приготовления электронно-микроскопических образцов использовали 

препараты белков с концентрацией 0.05-0.1 мг/мл. 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 JEM-100В при ускоряющем напряжении 100 кВ и 

увеличении 20000-40000х. Увеличение микроскопа было тестировано по 

паракристаллам парамиозина с периодичностью 14.5 нм. 
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2.10. Атомно-силовая микроскопия  

 

Для исследования агрегатов белков во всех случаях исследуемые образцы 

выдерживали на слюде в течение 5 мин, затем дважды промывали в течение 30 сек 

водой, сушили газообразным азотом и анализировали структуру полученных 

комплексов методом атомно-силового микроскопа 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 ГМТ (м.м. 1500 кДа) и его олигомеров 

10-20 мкл образца титина, разведенного в буферном растворе, содержащим 0.6 M 

KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM ФМСФ, 10 мM 

имидазола, pH 7.0, наносили на поверхность свежесколотой слюды и инкубировали 

при комнатной температуре в течение 10 мин. Затем, чтобы убрать несвязанные 

молекулы белков, а также соль, поверхность промывали дистиллированной водой и 

сушили газообразным азотом. Изображения титина и его олигомеров, связанных с 

поверхностью слюды, были получены с помощью прибора Cypher ES AFM (Asylum 

Research, Санта-Барбара, Калифорния, США). Измерения проводились в 

полуконтактном (постукивающем) режиме. Сканирование проводили при 0.8-1.2 В, 

чтобы избежать прилипания образца к кончику кантилевера. Для сканирования 

использовались кантилеверы из нитрида кремния (Olympus) (AC160TS, резонансная 

частота ~300 кГц). При типичной частоте сканирования 0.7-1.4 Гц мы получали 

изображения с разрешением 512 × 512 пикселей или 1024 × 1024 пикселей с 

высотным, амплитудным и фазово-контрастным изображением. 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).  

Для исследования поверхностей стёкол, покрытых амилоидными агрегатами 

ГМТ, образцы агрегатов ГМТ, а также образцы неагрегированного титина (в 
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качестве контроля) наносили на свежесколотую слюду или стекло на 5 мин, 

промывали деионизированной водой (Milli-Q) и сушили газообразным азотом. 

Изображения получали на атомно-силовом микроскопе SmartSPMTM 1000 (АИСТ-

НТ, Москва, Россия) с кантилеверами fpN11 (НИИПП, Зеленоград, Россия), с 

радиусом кривизны острия 10–25 нм). Измерения проводились в полуконтактном 

(постукивающем) режиме с резонансной частотой 120–190 кГц. Для расчетов 

среднеквадратичной шероховатости поверхности (RMS) использовалось 

программное обеспечение Gwyddion (Чешский институт метрологии, Брно, Чехия). 

 

2.11. Флуоресцентный анализ с красителем тиофлавином Т 

 

Амилоидная природа агрегатов титина и С-белка оценивалась по 

интенсивности флуоресценции ТТ (1 ТТ: 5 титина или С-белка (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 столько же раз прописывали спектр буфера.  

 

2.12. Круговой дихроизм  

 

Спектры кругового дихроизма до и после образования агрегатов ГМТ и С-белка 

регистрировали на спектрополяриметре Jasco J-815 (JASCO Inc., Токио, Япония), 

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

дихроизма измерялись в диапазоне длин волн 250–190 нм.  

Для каждого исследуемого образца брали три повторения спектра. Обработку 

данных и графическое представление проводили в программе SigmaPlot. По спектру 

поглощения рассчитывали точную концентрацию белка по формуле: C = 

ABS280/l/Ke (где ABS280 – величина поглощения на длине волны 280 нм, l – длина 

оптического пути в см, Ke – коэффициент экстинкции). 

Три спектра в дальней УФ области, полученные для каждого исследуемого 

образца, были усреднены и сглажены в программном обеспечении 

спектрополяриметра (Spectra Manager Version 2, Spectra Analysis Version 2.02.06 

(Build 1) Spectra Analysis Jasco). Аналогичную процедуру проделали для трех 
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спектров, полученных для каждого буферного раствора исследуемых образцов 

отдельно. Из полученного усредненного спектра исследуемого образца вычитали 

усредненный спектр буферного раствора. Значение молярной эллиптичности [Θ] 

рассчитывали по формуле:  

 

[Θ]λ = Θ λ · RMW/l·c  

 

где Θ λ – измеренное значение эллиптичности на длине волны λ, миллиградусы; 

RMW – средняя молекулярная масса остатка, рассчитанная по аминокислотной 

последовательности; l, – длина оптического пути, мм; c, – концентрация белка, 

мг/мл. 

Вторичную структуру рассчитывали с помощью модуля CONTIN/LL 

программы CDPro (Sreerama, Woody, 2000). Среднеквадратичное отклонение (СКО) 

по программе CDPRO не превышало 6%.  

 

2.13. Инфракрасная спектроскопия с преобразованием Фурье  

 

Измерения проводились на ИК-Фурье спектрометре Nicolet 6700 (Thermo 

Scientific, США), оснащенным 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 проводилось 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 составляла 36-42 

мг/мл. Белок и его агрегаты были сконцентрированы путем разведения 

лиофилизированного образца в наименьшем количестве буферного раствора. 

Оптический путь кюветы из CaF2 рассчитывали для каждого измерения, исходя из 

величины оптической плотности исследуемого образца на 3404 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). 
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Оптический путь кюветы составлял (4.52±0.04) мкм. ИК спектр препарата белка 

измеряли два раза и столько же раз 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 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 (Goormaghtigh et al., 2009). Полученные оценки 

содержания элементов вторичной структуры в белке усредняли. Приведены 

стандартные отклонения величин содержания элементов вторичной структуры в 

белке. 

 

2.14. Синхротронное малоугловое рентгеновское рассеяние 

 

Измерения синхротронного малоуглового рентгеновского рассеяния (СМУРР) 

проводили на источнике с длиной волны 1.503 Å (Фотонная фабрика Национальной 

лаборатории физики высоких энергий, Цукуба, Япония). Раствор белка помещали в 

термостатируемую ячейку с окнами из слюды объемом 30 мкл. Данные 

регистрировали с помощью детектора 2D CCD X-ray детектор. Фоновый сигнал от 

буферного раствора регистрировали до или после анализа раствора белка. Поправку 

на разницу в электронной плотности (контраст) между белком и растворителем, а 

также на искажения изображения и нелинейность вносили согласно стандартным 

методикам. Расстояние между образцом и детектором составляло 1.85 м, диапазон 

значений вектора рассеяния Q составлял 0.01-0.2 Å-1 (где Q=4πsinθ/l и 2θ – угол 

рассеяния). В качестве стандарта с известной молекулярной массой и размерами 

использовали бычий сывороточный альбумин. Форму частиц оценивали по тангенсу 

угла наклона log I к log Q, где I – интенсивность рассеяния, Q – модуль вектора 

рассеяния (Feigin, Svergun, 1987). Зависимости log I–log Q в данных СМУРР 

аппроксимировали линейной регрессией. Коэффициенты корреляции (R2) 

колебались от 0.92 до 0.99. Для расчетов использовали программы SAXTIM и 

SigmaPlot 2000.   
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2.15. Рентгеновская дифракция 

 

Агрегаты титина и С-белка для рентгеноструктурного анализа полученные 

после 24-часовой инкубации при 4°C в соответствующих растворах, описанных в 

п.4.2. лиофилизировались согласно п.4.1.7. Лиофилизированные агрегаты белков 

растворялись в минимальном объёме деионизированной воды (Milli-Q) до 

концентрации> 10 мг/мл. Капли полученных препаратов белка помещали между 

концами покрытых воском стеклянных капилляров (диаметром ~1 мм), разделенных 

примерно на 1.5 мм для дальнейшего высушивания на воздухе. Это необходимо для 

выравнивания фибрилл. Буферные растворы (контроль) помещали в специальные 

стеклянные капилляры “для рентгеновской дифракции”. Дифракционные 

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

HELIOX, который оснащен Platinun135 CCD детектором (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. 

 

2.16. Дифференциальная сканирующая калориметрия 

 

Исследование стабильности ГМТ методом дифференциальной сканирующей 

калориметрии (ДСК) проводили на прецизионном сканирующем микрокалориметре 

СКАЛ-1 (Scal Co. Ltd, Россия) со стеклянными кюветами объемом 0.33 мл при 

скорости сканирования 1 град/мин и давлении 2.5 атм (Senin et al., 2000). Опыты 

проводили в 0.15 М растворе глицин–КОН при рН 7.0–7.5. Концентрация белка 

составляла 1.2 мг/мл. Измерения проводились при давлении 2 атм. Сбор данных 

производился автоматически с температурным шагом 0.1°К. Экспериментальные 

калориметрические следы были скорректированы по калориметрической базовой 

линии, а парциальные молярные функции теплоемкости были рассчитаны 

стандартным способом. Избыточную теплоемкость оценивали путем вычитания 

линейно экстраполированных функций начальной и конечной теплоемкости с 

поправкой на разность этих функций по сигмоидальной базовой линии (Privalov et 

al., 1986). Эксперименты ДСК проводились 2 раза как для мономерной, так и для 
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агрегированной формы ГМТ. Полученные кривые совпали по температуре Tm с 

точностью до 0.1°К. Относительная погрешность определения калориметрической 

энтальпии ∆Hcal не превышала 10%. 

 

2.17. Исследование цитотоксичности 

 

Агрегаты ГМТ и С-белка для исследования цитотоксичности, полученные 

после 24-часовой инкубации при 4°C в соответствующих растворах, описанных в 

п.4.2., лиофилизировались согласно п.4.1.7.  

Цитотоксическое действие агрегатов гладкомышечного титина и С-белка 

исследовали на гладкомышечных клетках аорты крысы, с использованием окраски 

клеток кристаллическим фиолетовым (Nomizu et al., 1995). Для этого клетки 

высевали на 96-луночные планшеты и культивировали в среде ДМЕМ/F12 (Sigma-

Aldrich, США) c добавлением 10% ФСБ (Gibco, США), 40 мкг/мл сульфата 

гентамицина (Sigma-Aldrich, США), пpи 37°C и в атмосфере с 5% содержанием CО2 

до состояния конфлюента. Затем клетки выдерживали в течение 2 часов в среде 

ДМЕМ/F12 без сыворотки и добавляли гладкомышечный титин и С-белок в 

молекулярной и агрегированной формах, а также Ф-актин в качестве контроля. 

Цитотоксический эффект агрегатов ГМТ и С-белка оценивали по отношению 

разности между оптической плотностью в опыте и фоном к разности между 

оптической плотностью в контроле и фоном через 72 ч инкубации. Оптическая 

плотность была пропорциональна количеству живых клеток. Измерение проводили 

c использованием планшетного cпектpофлуоpиметpа Infinite F200 (Tecan, Авcтpия).   

 

2.18. Конфокальная микроскопия 

 

Гладкомышечные клетки аорты крысы высаживались на покровные стекла, 

которые помещались в 6-луночные микpопланшеты. Через сутки после посева, среда 

ДМЕМ/F12 (Sigma-Aldrich, США) c добавлением 10% ФСБ (Gibco, США) и 40 

мкг/мл сульфата гентамицина (Sigma-Aldrich, США) заменялась на среду без 

сыворотки. После выдерживания в течение 2 часов в среде без сыворотки, добавляли 

агрегированный гладкомышечный титин, а также Ф-актин в качестве контроля. 
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После 48 ч инкубиpования пpи 37°C и в атмосфере с 5% содержанием CО2 клетки 

трижды промывали холодным ФСБ и фиксировали 4% параформальдегидом в 

течение 2 часов при комнатной температуре. Далее клетки обрабатывали 0.1% 

раствором сапонина (Sigma Aldrich, США) для образования мембранных пор. 

Окрашивание цитоскелетного Ф-актина гладкомышечных клеток аорты крысы 

проводили в среде следующего состава: ФСБ, 1% БСА, 0.25 нМ Phalloidin Atto 488 

(Sigma Aldrich, США) в течение 25 мин в темноте при комнатной температуре. Ядра 

клеток окрашивали Hoechst 33342 (1мкг/мл) (Sigma Aldrich, США). Затем клетки 

промывали 6 раз раствором ФСБ. Далее образцы высушивали на воздухе и 

закрепляли синтетической монтирующей средой Bio Mount (Bio-Optica, Milano 

s.p.a.). Образцы исследовали с использованием конфокального микроскопа TCS SP5 

(Leica, Германия). 

 

2.19. Световая микроскопия 

 

Мезинхимальные стволовые клетки пульпы зуба человека (МСК ПЗЧ) 

высаживались в 96-луночный планшет, подвергались воздействию амилоидных 

агрегатов титина в течение 72 часов, затем образцы клеток в контроле и в 

присутствии агрегатов белка (500 мкг/мл) были исследованы с использованием 

флуоресцентной станции Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Япония).  

 

2.20. Исследование влияния амилоидных агрегатов титина на адгезию 

фибробластов 

 

Для исследования адгезии клеток были использованы фибробласты кожи 

человека. Фибробласты кожи человека культивировали в среде для культивирования 

(концентрация клеток – 5×104 клеток/мл). Модифицированные стеклянные 

подложки (10×10 мм2) помещали в 9-луночные культуральные планшеты и 

стерилизовали УФ-облучением в течение 30 мин. Затем стекла заливались 

клеточной средой ДМЕМ/F-12. Фибробласты кожи человека культивировали в среде 

ДМЕМ/F-12 (Sigma Aldrich, США) с добавлением 10% эмбриональной телячьей 

сыворотки (Gibco, США) и 40 мкг/мл гентамицина при 37 °С в условиях 5% 



109 

 

 

содержания СО2 в атмосфере в течение 48 и 72 часов. Далее после 48 и 72 ч 

инкубиpования пpи 37°C и в атмосфере с 5% содержанием CО2 клетки трижды 

промывали холодным ФСБ и фиксировали 4% параформальдегидом в течение 2 

часов при комнатной температуре. Далее клетки обрабатывались 0.1% раствором 

сапонина (Sigma Aldrich, США), для формирования мембранных пор. Окрашивание 

цитоскелетного Ф-актина клеток проводили в среде следующего состава: ФСБ, 1% 

БСА, 0.25 нМ Phalloidin Atto 488 (Sigma Aldrich, США) в течение 25 мин в темноте 

при комнатной температуре. Ядра клеток окрашивали Hoechst 33342 (1 мкг/мл) 

(Sigma Aldrich, США). Затем клетки промывали 6 раз раствором ФСБ. Далее 

образцы высушивали на воздухе и закрепляли синтетической монтирующей средой 

Bio Mount (Bio-Optica, Milano s.p.a.). Образцы исследовали с использованием 

конфокального микроскопа TCS SP5 (Leica, Германия). 

 

2.21. Расчет идентичности аминокислотной последовательности и 

неструктурированных участков титина и C-белка 

 

С помощью программы BLAST рассчитывалась идентичность аминокислотной 

последовательности титина и C-белка. С помощью программы (алгоритма) 

IsUnstruct вычислялось предсказание неупорядоченности в структуре исследуемых 

белков (Necci et al., 2021). Данные для «медленного» паралога С-белка, С белка 

сердечной мышцы, а также титина курицы были взяты из базы данных UniProtKB – 

Q00872 (MYBPC1_HUMAN), Q14324 (MYBPC1_HUMAN), Q14896 

(MYBPC1_HUMAN), G1TKC1 (MYBPC1_RABBIT), G1SGU7 (MYBPC3_RABBIT), 

A6BM71 (TTN_CHICK). Данные для «быстрого» паралога С-белка были взяты из 

базы данных NCBI GenPept database: 655902480 (MYBPC2_RABBIT). 

 

Идентичность рассчитывалась по формуле:  

 

Id = 2  Nid / (L1 + L2) 

 

Где, Nid, количество идентичных аминокислотных остатков в выравнивании, 

L, количество остатков в домене.   
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2.22. Статистическая обработка данных  

 

Результаты, полученные в экспериментах по цитотоксичности, статистически 

оценивали с помощью критерия Манна-Уитни с доверительной вероятностью ≤ 0.05. 

Представленные данные представляют собой средние значения (M) и стандартные 

ошибки (m). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ  

 

3.1. ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФОЛОГИИ И ДИНАМИКИ АГРЕГАЦИИ 

ГМТ И С-БЕЛКА  

 

3.1.1. Идентификация ГМТ и С-белка  

 

3.1.1.1. ДСН-гель электрофорез, вестерн-блоттинг  

и ВЭЖХ-МС/МС С-белка  

 

Известно, что два паралога миозин-связывающего белка С («медленный» и 

«быстрый») в скелетных мышцах кодируются отдельными генами с разными 

профилями экспрессии. Так называемый «медленный» скелетный миозин-

связывающий белок С кодируется MYBPC1, а «быстрый» скелетный миозин-

связывающий белок С (С-белок) кодируется MYBPC2 (McNamara, Sadayappan, 

2018). Основной отличительной особенностью гена MYBPC1 по сравнению с 

MYBPC2 является высокий уровень сплайсинга, которому может подвергаться его 

транскрипт (Ackermann, Kontrogianni-Konstantopoulos, 2013). У людей и мышей 

описано не менее 14 транскриптов, кодирующих «медленный» скелетный миозин-

связывающий С-белок, при этом молекулярные массы его изоформ составляют ~126 

кДа и 132 кДа (Ackermann, Kontrogianni-Konstantopoulos, 2010; Ackermann, 

Kontrogianni-Konstantopoulos, 2013). 

В нашей работе необходимо было выяснить, с каким паралогом С-белка будут 

вестись дальнейшие исследования. На полученном нами геле препарата очищенного 

С-белка видны 2 белковые полосы, которые, по всей вероятности, являются одним 

из паралогов этого белка и его продуктом деградации (Рис. 8 А). Молекулярная 

масса верхней полосы белка составила ~134 кДа, а его содержание от общего 

количества С-белка составило ~82%. Молекулярная масса белка, находящегося в 

полосе, которая расположена ниже, составила ~125 кДа и его общее содержание – 

~18%. Анализ ВЭЖХ-МС подтвердил, что полученные белковые препараты 

являются «быстрым» паралогом C-белка (85% перекрытия последовательностей).  
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Рис. 8. А – ДСН-гель-электрофорез очищенного С-белка, изолированного из скелетных 

мышц кролика (4 дорожка). «Медленную» скелетную мышцу m. Soleus (2 дорожка) и 

«быструю» скелетную мышцу m. Psoas (3 дорожка) кролика использовали в качестве 

контроля. Использовали также белковые маркеры с молекулярными массами в диапазоне 

15-180 кДа (1 дорожка). Б – ДСН-гель-электрофорез (левая часть рисунка) и вестерн-блот 

анализ (правая часть рисунка) «быстрого» паралога С-белка скелетных мышц кролика. 

ДСН-гель-электрофорез и вестерн-блот анализ препарата очищенного С-белка (2 и 4 

дорожки левой и правой частей риунка). 1 и 3 дорожки – m. soleus кролика (контроль). 

Белковые маркеры с молекулярными массами в диапазоне 15-180 кДа (5 дорожка). 

Молекулярный вес «быстрого» паралога С-белка скелетных мышц кролика на основании 

его электрофоретической подвижности составил 125-134 кДа (данные 

денситометрического анализа с использованием программного обеспечения Total Lab 

v1.11). Вестерн-блот С-белка был выполнен с использованием моноклональных антител 

anti-MYBPC2. ТЦМ – тяжелые цепи миозина (м.м. 205 кДа). Воспроизведено из работы 

(Bobyleva et al., 2021), выполненной при участии автора диссертации.  

 

Проведенный вестерн-блоттинг с использованием моноклональных антител 

anti-MYBPC1 и anti-MYBPC2 также идентифицировал «быстрый» паралог 

скелетномышечного С-белка (Рис. 8 Б). Таким образом, на основании полученных 

данных мы сделали вывод, что исследуемый нами белок является «быстрым» 

паралогом скелетномышечного С-белка.  
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3.1.1.2. ДСН-гель электрофорез, вестерн-блоттинг и ВЭЖХ-МС/МС 

гладкомышечного титина  

 

На геле в препарате очищенного титина гладких мышц (Рис. 9 А (средняя и 

правые дорожки)) видны полосы, соответствующие, по данным денситометрии, 

титину с молекулярной массой ~1500 кДа (средняя дорожка) и с молекулярной 

массой ~500 кДа (правая дорожка) (Рис. 9 А). Мы показали, что наши образцы кроме 

самого титина содержат еще ~10% низкомолекулярной примеси. Соответственно 

чистота выделенного белка составляет ~90%. Данные вестерн-блоттинга с 

использованием моноклональных антител 9D10 подтвердили, что очищенный белок 

с м.м. 500 кДа является титином (Рис. 9 Б).  

 

Рис. 9. А – ДСН-гель-электрофорез препарата желудка курицы (левая дорожка) и 

очищенного ГМТ с м.м. 1500 кДа и 500 кДа (средняя и правая дорожки). Молекулярные 

массы белков приведены в соответствии с проведенным денситометрическим анализом с 

использованием программного обеспечения Total Lab v1.11. На геле показаны ТЦМ – 

тяжелые цепи миозина (м.м. 205 кДа) и актин (м.м. 42 кДа); Б – ДСН-гель-электрофорез 

(левая часть рисунка) и вестерн-блот анализ (правая часть рисунка) препарата желудка 

курицы и очищенного ГМТ с м.м. 500 кДа. Вестерн-блот анализ титина в экстракте желудка 

курицы и препарате очищенного гладкомышечного титина был выполнен с применением 

антител 9D10. Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2016), выполненной при участии 

автора диссертации.   
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Из-за относительно низкого количества высокомолекулярной изоформы ГМТ 

(м.м. 1500 кДа) не удалось идентифицировать этот белок с помощью вестерн-блот 

анализа. Поэтому был проведен масс-спектрометрический анализ очищенных 

препаратов титина, который подтвердил наличие этого белка в образцах.  

Таким образом, полученные результаты показали, что объектами исследования 

были следующие белки: «быстрый» паралог миозин-связывающего белка С (С-

белок), высокомолекулярная изоформа гладкомышечного титина (м.м. 1500 кДа, 

ГМТВМИ) и низкомолекулярная изоформа гладкомышечного титина (м.м. 500 кДа, 

ГМТНМИ).  

 

3.1.2. Исследование динамики агрегации ГМТ и С-белка методом ДРС  

 

3.1.2.1. Исследование динамики агрегации ГМТНМИ 

 

Для исследования динамики образования агрегатов исследуемых белков нами 

был выбран метод ДРС. Это наиболее удобный метод изучения динамики агрегации 

белков, в том числе амилоидных (Hill et al., 2009).  

На рисунке 10 показано изменение автокорреляционной функции рассеянного 

света при формировании агрегатов ГМТНМИ в течение 180 минут, в растворе, 

содержащем 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. Обнаружено, что в течение первых 60 

минут инкубации наблюдается почти одноэкспоненциальное затухание 

автокорреляционной функции g1(t) (Рис. 10 А) с последующим появлением плеча на 

больших временных интервалах времени задержки корреляции. Это указывает на 

процесс формирования крупных агрегатов белка, характеризующихся меньшим 

коэффициентом диффузии. После 180 минут кривая корреляционной функции g1(t) 

имела еще более выраженное плечо на больших временных интервалах задержки, 

что указывает на увеличение доли агрегатов ГМТНМИ.  

На рисунке 10 также приведены графики, показывающие присутствие 

определенного количества размерных фракций с разными гидродинамическими 

радиусами (Rh), представленные для конкретного времени агрегации (0, 20, 60, 180 

мин и 21 час). Выбранное время агрегации, представленное на графике (Рис. 10 Б), 

отражает наиболее важные этапы агрегации и формирует представление о динамике 
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агрегации ГМТНМИ. При этом в препаратах неагрегированного (молекулярного) 

ГМТНМИ наблюдалось присутствие только двух размерных фракций, имеющих 

средние (Rh) ~12-13 нм (~90%) и 45 нм (~10%). Первая размерная фракция, по всей 

вероятности, соответствует молекулам ГМТНМИ, в то время как второй пик может 

указывать на наличие олигомерных форм данного белка.  

 

Рис. 10. Исследование динамики агрегации ГМТНМИ методом ДРС. А – автокорреляционная 

функция рассеянного света в разные временные интервалы агрегации ГМТНМИ. Б – 

Распределение частиц по размеру. Показано образование агрегатов и их рост во времени. 

Условия агрегации: 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. Измерения проводились при Т=25°C. 

Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2016), выполненной при участии автора 

диссертации.   
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После 20 минут агрегации наблюдалось появление третьей размерной фракции 

с Rh ~700 нм (Рис. 10 Б), что свидетельствует об относительно высокой скорости 

агрегации этого белка. Далее наблюдается рост данной размерной фракции 

относительно времени агрегации. Через 180 мин появляется размерная фракция с 

гидродинамическим радиусом Rh ~4500 нм, что указывает на появление стабильной 

фракции более крупных агрегатов белка, а размер частиц уже не детектируется.  

Через 21 час агрегации ГМТНМИ наблюдалось присутствие двух основных 

белковых фракций с Rh ~4500 нм (основная размерная фракция, соответствующая 

наиболее крупным агрегатам белка) и с Rh ~40 нм (по всей видимости является 

фракцией стабильных олигомеров).  

 

3.1.2.2. Исследование динамики агрегации ГМТВМИ  

 

На рисунке 11 показано изменение автокорреляционной функции рассеянного 

света при формировании агрегатов ГМТВМИ в течение 60 минут в растворе, 

содержащем 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. В течение первых 20 мин инкубации 

наблюдалось почти одноэкспоненциальное затухание автокорреляционной функции 

g1(t) с последующим появлением плеча на больших временных интервалах времени 

задержки корреляции (Рис. 11 А). Это свидетельствует об образовании крупных 

агрегатов, характеризующихся меньшими коэффициентом диффузии.  

Через 40 мин автокорреляционная функция g1(t) характеризовалась бóльшим 

временем затухания и более выраженным плечом при более высоких временных 

интервалах времени задержки корреляции, что свидетельствовует об увеличении 

агрегации. Выраженное плечо автокорреляционной функции также наблюдалось в 

течение 40, 50 и 60 мин инкубации (Рис. 11 А). 

На рисунке 11 также приведены графики, показывающие присутствие 

размерных фракций ГМТВМИ с разными Rh, представленные для конкретного 

времени агрегации (0, 20, 40, 50, 60 мин). Выбранное время агрегации, 

представленное на графике (Рис. 11 Б), на наш взгляд, отражает наиболее важные 

этапы агрегации и формирует представление о динамике агрегации ГМТВМИ. В 

образце, содержащем неагрегированную форму ГМТВМИ (на графике 0 мин), 

наблюдались только два хорошо разрешенных пика, представляющие собой 



117 

 

 

размерные фракции со средним Rh ~16 нм (доминирующий пик ~73%) и 86 нм 

(второстепенный пик ~27%). Первый пик (основной) соответствует, скорее всего, 

молекулам ГМТВМИ, тогда как второй (минорный) может соответствовать 

олигомерам белка. Далее, в течение уже первых 20 мин агрегации ГМТВМИ 

наблюдалось появление размерной фракции с Rh ~479 нм, что свидетельствует о 

развитии процесса агрегации этого белка (Рис. 11 Б).  

 

Рис. 11. Исследование динамики агрегации ГМТВМИ методом ДРС. А – автокорреляционная 

функция рассеянного света в разные временные интервалы агрегации ГМТНМИ. Б – 

Распределение частиц по размеру. Показано образование агрегатов и их рост во времени. В 

– распределение частиц ГМТВМИ после дезагрегации в течение 60 мин. Приведены два 

графика с распределениями частиц по размеру молекулярной формы ГМТВМИ и после 

дезагрегации в течение 60 мин (белок был предварительно агрегирован также в течение 

часа). Условия агрегации: 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. Измерения проводились при 

Т=25°C. Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2023), выполненной при участии автора 

диссертации.   
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Через 40 мин эксперимента появилась устойчивая размерная фракция более 

крупных агрегатов ГМТВМИ с гидродинамическим радиусом ~1175 нм (96.7%). Эта 

размерная фракция наблюдалась также через 50 и 60 мин агрегации (Рис. 11 Б). И 

наконец пик, характеризующий размерную фракцию с Rh ~4500 нм, 

представляющий собой наиболее крупные агрегаты ГМТ, появляется через 50 мин 

агрегации. А через 60 мин агрегации уже не наблюдался пик (Rh ~50 нм), который, 

по всей видимости, представлял собой олигомерную форму белка ГМТВМИ.  

Таким образом, процесс агрегации высокомолекулярной изоформы ГМТ от 

начала до формирования наиболее крупных частиц завершился уже к 60 минуте 

агрегации. Следует отметить, что скорость агрегации до появления наиболее 

крупных агрегатов (Rh ~4500 нм) у ГМТВМИ больше (50 мин) по сравнению со 

скоростью агрегации ГМТНМИ (180 мин).  

Одной из наших следующих задач при изучении динамики агрегации стало 

выяснение способности ГМТ к обратимой агрегации (дезагрегации). Методом ДРС 

были получены данные, которые свидетельствуют о способности ГМТВМИ 

дезагрегировать (Рис. 11 В). После часа агрегации в растворе, содержащем 0.15 М 

глицин–КОН при рН 7.0, образец агрегированного ГМТВМИ был помещён в 

буферный раствор, содержащий 0.6 М KCl, 30 мМ KH2PO4, pH 7.0 (раствор, в 

котором обычно содержится молекулярная форма белка). Через 60 мин. 

наблюдалось уменьшение доли частиц с большими гидродинамическими радиусами 

и – увеличение числа частиц с меньшими гидродинамическими радиусами (Рис. 11 

В). 

Здесь следует отметить, что для ГМТНМИ способность к дезагрегации в 

подобных условиях обнаружена не была. Следовательно, отличительными 

особенностями высокомолекулярной изоформы гладкомышечного титина 

относительно низкомолекулярной его изоформы являются: способность 

агрегировать за более короткие временные интервалы и способность к дезагрегации.  
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3.1.2.3. Исследование динамики агрегации С-белка  

 

Следующей целью нашего исследования было выяснение динамики агрегации 

С-белка. Динамика агрегации отличалась от таковой, полученной для ГМТ. На 

рисунке 12 (А) показано изменение автокорреляционной функции рассеянного света 

при формировании агрегатов С-белка в течение 1040 минут (более 17 часов), в 

растворе, содержащем 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. Важно отметить, что 

интенсивная агрегация наблюдалась уже в первые 0-5 мин после снижения ионной 

силы до заданных значений. На это указывает одноэкспоненциальное затухание 

автокорреляционной функции g1(t) с последующим появлением плеча на больших 

временных интервалах времени задержки корреляции (Рис. 12А). 

 

Рис. 12. Исследование динамики агрегации С-белка методом ДРС. А – автокорреляционная 

функция рассеянного света в разные временные интервалы агрегации С-белка. Б – 

Распределение частиц по размеру. Показано образование агрегатов и их рост во времени. 

Условия агрегации: 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. Измерения проводились при Т=10°C. 

Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 2021), выполненной при участии автора 

диссертации.   
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Это свидетельствует об образовании крупных агрегатов с меньшим 

коэффициентом диффузии. При этом, забегая наперёд, пик на графике размерных 

фракций, который соответствует этому времени корреляции, мы зафиксировать не 

смогли. Это связано, по всей видимости, с появлением в первые минуты агрегации 

крупных частиц, не входящих в измерительный диапазон данного метода. А 

наблюдаемый нами далее незначительный рост размерной фракции, вероятно, и что 

было в дальнейшем подтверждено, указывает на фракцию олигомеров этого белка. 

Небольшое плечо на больших временных интервалах времени задержки 

корреляции наблюдалось также через 40, 60 и 180 минут агрегации, а к 200 минуте 

данное плечо исчезало. Это указывает на процесс формирования относительно 

крупных агрегатов (олигомеров) белка, характеризующихся меньшим 

коэффициентом диффузии. Таким образом, мы наблюдали вторую волну агрегации 

(олигомеризации) C-белка, которая происходила в интервале 20–200 мин.  

На рисунке 12 (Б) приведена серия графиков, показывающих присутствие всего 

одной размерной фракции С-белка, представленных для разных временных 

интервалов агрегации (5, 20-180, 260-980 мин). До образования агрегатов 

наблюдался только один хорошо разрешенный пик, представляющий собой 

размерную фракцию со средним гидродинамическим радиусом Rh ~5.6 нм (~99.9%). 

Этот пик соответствует, скорее всего, молекулам C-белка (Рис. 12 Б (0 мин)).  

Мы наблюдали одну преобладающую размерную фракцию (~99.0%) в течение 

всего времени измерения (Рис. 12 Б). Установлено, что за период 20-980 мин этот 

пик, представляющий собой размерную фракцию, смещается в сторону увеличения 

размера до Rh ~13 нм. Через 980 мин Rh этой размерной фракции перестал 

увеличиваться. Мы предполагаем, что увеличение этой размерной фракции (от Rh 

~5.6 нм до Rh ~13 нм) связано с образованием олигомеров C-белка. Если считать, 

что образующиеся агрегаты/олигомеры имеют сферическую форму, то олигомеры 

(Rh ~13 нм) состоят из ~10-12 мономеров, исходя из того, что Rh ~5.6 нм это размер 

одной молекулы С-белка. 

Таким образом, можно заключить, что в отличие от титина С-белок в первые 

минуты агрегации формирует наиболее крупные частицы, которые седиментируют 

и не участвуют в дальнейшем измерении, а зафиксированная нами дальнейшая 

агрегация является образованием и ростом фракции стабильных олигомеров. 
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Поэтому, С-белок по сравнению с ГМТ имеет более высокую скорость агрегации. 

Также необходимо учитывать в целом, что скорость агрегации, показанная для всех 

исследуемых объектов, является относительно высокой. Ещё один вывод, который 

можно сделать – это отсутствие как такового лаг периода и стадии 

зародышеобразования. Это является отличительной особенностью для процесса 

агрегации исследуемых мышечных белков.  

 

3.1.3. Исследование морфологии агрегатов ГМТ и С-белка  

 

3.1.3.1. Исследование морфологии агрегатов ГМТНМИ методами  

ПЭМ и АСМ  

Исходя из полученных методом ДРС данных, для приготовления образцов при 

исследовании морфологии агрегатов ГМТ и С-белка методом АСМ и ПЭМ были 

выбраны определённые временные точки. Для ГМТВМИ это 1 час и 24 часа агрегации, 

для ГМТНМИ – 3 часа и 24 часа агрегации, для С-белка – 5-10 мин и 24 часа агрегации.  

На рисунке 13 представлены электронные микрофотографии аморфных 

агрегатов ГМТНМИ, сформированных в течение 3 часов (Рис. 13 А) и 24 часов (Рис. 

13 Б). Можно отметить, что аморфные агрегаты, сформированные в течение 24 

часов, состоят из более крупных частиц (Рис. 13 Б), чем агрегаты, которые 

сформированы в течение 3 часов (Рис. 13 А).  

 

Рис. 13. ПЭМ негативно окрашенных агрегатов ГМТНМИ. А – Аморфные агрегаты ГМТНМИ, 

сформированные в течение 3 часов; Б – Аморфные агрегаты ГМТНМИ, сформированные в 

течение 24 часов. Условия формирования агрегатов: 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0, 4°С. Для 

окрашивания использовался 2% водный раствор уранилацетата. Шкала 500 нм. 

Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2020), выполненной при участии автора 

диссертации.   
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По данным АСМ на полученных изображениях агрегатов ГМТНМИ, 

сформированных в течение 3 часов, наблюдались скопления частиц сферической 

формы до 4 мкм в ширину и до 400 нм в высоту (Рис. 14 А). При этом диаметр 

отдельных крупных сферических частиц составлял ~1 мкм. Наблюдались также и 

другие более мелкие (ветвящиеся) агрегаты, высота которых составляла ~45-50 нм, 

а диаметр ~2-3 мкм (Рис. 14 А (красная стрелка)). Данные агрегаты в свою очередь 

также состоят из более мелких сферических частиц диаметром 50-70 нм. Агрегаты 

ГМТНМИ, сформированные в течение 24 часов, по данным АСМ представляли собой 

разветвленные цепи, состоящие из сферических агрегатов диаметром ~300-500 нм и 

высотой до 35-40 нм (Рис. 14 Б). По-видимому, наблюдаемые короткие ветвящиеся 

структуры после 3 часов агрегации (Рис. 14 А (стрелка)), являются 

предшественниками крупных ветвящихся структур (Рис. 14 Б). 

 

Рис. 14. АСМ агрегатов ГМТНМИ. А – Аморфные агрегаты ГМТНМИ, сформированные в 

течение 3 часов; Б – Аморфные агрегаты ГМТНМИ, сформированные в течение 24 часов. 

Условия формирования агрегатов: 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0, 4°С. Воспроизведено из 

работы (Yakupova et al., 2018), выполненной при участии автора диссертации.  

 

Здесь следует отметить, что изображения агрегатов ГМТНМИ, полученные 

методами АСМ и ПЭМ, отличаются. В частности, на снимках ПЭМ мы не видим той 

упорядоченности, что на изображениях, полученных методом АСМ. Связано это с 

особенностями методов исследования и подготовки образцов. Поэтому, применение 

двух данных методов в комплексе позволяет получить больше информации об 

исследуемом объекте, так как методы дополняют друг друга.  

 



123 

 

 

3.1.3.2. Исследование морфологии агрегатов ГМТВМИ методами 

ПЭМ и АСМ  

 

На рисунке 15 представлены электронные микрофотографии аморфных 

агрегатов ГМТВМИ, сформированных в течение 1 часа (Рис. 15 А) и 24 часов (Рис. 15 

Б, В). Также, как и в случае с ГМТНМИ (Рис. 13 Б), аморфные агрегаты ГМТВМИ, 

сформированные в течение 24 часов, состояли из более крупных частиц, чем 

агрегаты, которые были сформированы в течение 1 часа.  

 

Рис. 15. ПЭМ негативно окрашенных агрегатов ГМТВМИ. А – Аморфные агрегаты ГМТНМИ, 

сформированные в течение 1 часа; Б – Аморфные агрегаты ГМТВМИ, сформированные в 

течение 24 часов; В – Аморфные агрегаты ГМТВМИ, сформированные в течение 24 часов, у 

которых показано наличие белковых нитей диаметром ~4 нм между аморфными агрегатами 

(показаны красными стрелками на вставке). Условия формирования агрегатов: 0.15 М 

глицин–КОН, рН 7.0, 4°С. Для окрашивания использовался 2% водный раствор 

уранилацетата. Шкала 100 нм. Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2023), 

выполненной при участии автора диссертации.   
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В ряде случаев между аморфными агрегатами наблюдались нитевидные 

структуры диаметром ~4 нм (представленные, по всей видимости, молекулами 

титина) (Рис. 15 В). Таким образом, можно предположить, что при агрегации 

ГМТВМИ в процессе формирования межмолекулярных связей участвует не вся 

молекула белка.  

 

Рис. 16. АСМ молекул ГМТВМИ в колоночном буфере (0.6 M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 

1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM ФМСФ, 10 мM имидазола, pH 7.0). А – Отдельно лежащие 

нитевидные молекулы ГМТВМИ (некоторые отмечены внутри белых прямоугольников) и 

олигомеры; Б – олигомеры ГМТВМИ. Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2023), 

выполненной при участии автора диссертации.   
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На основании данных ДРС, представленных выше, для того чтобы 

идентифицировать размерную фракцию Rh=86 нм (Рис. 11 Б (0 мин)), 

составляющую существенную объёмную долю (27%), мы провели исследование 

неагрегированной формы ГМТВМИ методом АСМ высокого разрешения (Рис. 16). 

Было обнаружено, что, как и в случае с титином поперечно-полосатых мышц 

(Kellermayer et al., 2003; Tskhovrebova, Trinick, 2003; Вихлянцев и др., 2011), 

молекулы ГМТВМИ имеют форму нити толщиной 3–4 нм и длиной ~300 нм (в 

среднем) с шаровидной головкой на одном конце нити (Рис. 16 А (внутри белых 

квадратов)). Однако кроме отдельных молекул обнаружены и олигомеры этого 

белка, представляющие собой несколько молекул ГМТВМИ, связанных друг стругом 

в одной точке (центре олигомера) (Рис. 16 Б). Подобные олигомеры были 

обнаружены ранее в препаратах титина, выделенных из скелетных мышц кролика 

(Kellermayer et al., 2003).  

По данным АСМ после 1 ч агрегации ГМТВМИ наблюдались крупные аморфные 

структуры длиной в несколько микрометров и высотой до 350 нм (Рис. 17 А). Через 

24 ч агрегации они имели вид ветвящихся уплощенных структур длиной более 10 

мкм и высотой 200–250 нм (Рис. 17 Б, В). 

 

Рис. 17. АСМ агрегатов ГМТВМИ. А – Аморфные агрегаты ГМТВМИ, сформированные в 

течение 1 часа; Б, В – Аморфные агрегаты ГМТВМИ, сформированные в течение 24 часов. 

Условия формирования агрегатов: 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0, 4°С. Воспроизведено из 

работы (Bobylev et al., 2023), выполненной при участии автора диссертации.  
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3.1.3.3. Исследование морфологии агрегатов С-белка методами  

ПЭМ и АСМ  

 

На рисунке 18 представлены электронные микрофотографии аморфных 

агрегатов С-белка, сформированных в течение ~5 мин (Рис. 18 А) и 24 часов (Рис. 18 

Б). В отличие от ГМТ, аморфные агрегаты С-белка, сформированные в течение 5 

мин и 24 часов, имели приблизительно одинаковый размер частиц. Также можно 

отметить, что на электронных микрофотографиях агрегатов, сформированных в 

течение 24 часов, помимо аморфных агрегатов присутствуют олигомеры диаметром 

~40 нм (Рис. 18 Б).  

 

Рис. 18. ПЭМ негативно окрашенных агрегатов С-белка. А – Аморфные агрегаты С-белка, 

сформированные в течение ~5 мин; Б – Аморфные агрегаты С-белка, сформированные в 

течение 24 часов. Чёрными стрелками отмечены олигомеры. Условия формирования 

агрегатов: 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0, 4°С. Для окрашивания использовался 2% водный 

раствор уранилацетата. Шкала 100 нм. Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 2021), 

выполненной при участии автора диссертации.   
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Далее были проведены исследования агрегатов С-белка методом АСМ. 

Поскольку значительной разницы между аморфными агрегатами С-белка, 

сформированными в течение первых минут агрегации и 24 часов агрегации, по 

данным ПЭМ обнаружено не было, наибольший интерес представляли агрегаты, 

сформированные в течение 24 часов из-за наличия олигомеров. На полученных 

изображениях АСМ наблюдались крупные аморфные агрегаты длиной до 4 мкм и 

высотой ~25-35 нм (Рис. 19 А, Б). Также были обнаружены небольшие сферические 

структуры диаметром ~50 нм и высотой ~10 нм и короткие вытянутые структуры 

длиной до 200 нм, шириной ~50-60 нм и высотой 10-15 нм (Рис. 19 Б). Небольшие 

сферические структуры диаметром ~50 нм, по-видимому, являются олигомерами С-

белка. 

Таким образом, исследованные белки (ГМТ и С-белок) формируют схожие по 

морфологическим признакам агрегаты: аморфные агрегаты, состоящие из более 

мелких сферических структур.  

  

Рис. 19. АСМ агрегатов С-белка. А – Аморфные агрегаты С-белка, сформированные в 

течение 24 часов; Б – Аморфные агрегаты и олигомеры С-белка, сформированные в течение 

24 часов. Олигомеры отмечены внутри красных эллипсов. Условия формирования 

агрегатов: 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0, 4°С. Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 

2021), выполненной при участии автора диссертации.   
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3.2. ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ И АМИЛОИДНЫХ СВОЙСТВ 

ГЛАДКОМЫШЕЧНОГО ТИТИНА И СКЕЛЕТНОМЫШЕЧНОГО С-БЕЛКА  

 

3.2.1. Исследование амилоидных свойств ГМТ и С-белка 

 

Для начала мы должны были определить являются ли аморфные агрегаты 

исследуемых белков амилоидными. Для этого обычно используют метод 

рентгеновской дифракции в сочетании с красителями КК и ТТ. Однако КК является 

ненадёжным маркером амилоидной природы агрегатов и имеет ряд ограничений 

(Yakupova et al., 2019), а самым надёжным методом определения амилоидной 

природы агрегатов считается метод рентгеновской дифракции.  

 

3.2.1.1. Исследование агрегатов С-белка и ГМТ методом рентгеновской 

дифракции  

 

Амилоидные и амилоидо-подобные структуры образуются за счет 

формирования межмолекулярной кросс-β-структуры. Наличие характерного 

рассеяния рентгеновских лучей, ориентированных определённым образом 

препаратов, проявляемое в виде двух основных рефлексов на ~4.6-4.8 Å и ~10 Å 

(может варьировать по разным литературным источникам в пределах 8-12 Å), 

характеризует исследуемый белковый объект как амилоидный (Makin, Serpell, 

2005(a); Jahn et al., 2010).  

 

Рис. 20. Данные рентгеновской дифракции аморфных агрегатов С-белка и ГМТ. А – 

Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов С-белка, сформированных в 

течение 24 часов. Обнаружены 2 размытых кольцевых рефлексов ~10 Å и ~4.6 Å, которые 

подтверждают наличие кросс-β-структуры; Б – Картина рентгеновской дифракции 
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аморфных агрегатов ГМТНМИ, сформированных в течение 24 часов. Размытый кольцевой 

рефлекс ~10 Å и выраженный кольцевой рефлекс ~4.6 Å подтверждают наличие кросс-β-

структуры; В – Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов ГМТВМИ, 

сформированных в течение 1 часа. Размытый кольцевой рефлекс ~10 Å и слабо 

выраженный кольцевой рефлекс ~4.7 Å подтверждают наличие кросс-β-структуры; Г – 

Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов ГМТВМИ, сформированных в 

течение 24 часов. Размытый кольцевой рефлекс ~10 Å и выраженный кольцевой рефлекс 

~4.8 Å подтверждают наличие кросс-β-структуры. Воспроизведено из работ (Yakupova et 

al., 2018; Bobyleva et al., 2021; Bobylev et al., 2023), выполненных при участии автора 

диссертации. 

 

На рисунке 20 представлены данные, полученные методом рентгеновской 

дифракции на выровненных препаратах ГМТ и С-белка. Важно отметить, что у всех 

исследуемых агрегатов были обнаружены рефлексы ~10 Å и ~4.6-4.8 Å, которые по 

литературным данным соотносят с четвертичной кросс-β-структурой. У всех 

исследуемых агрегатов рефлекс ~10 Å, который указывает на расстояние между β-

листами, является размытым и кольцевым. У С-белка рефлекс ~4.6 Å, который 

указывает на расстояние между полипептидными цепями в кросс-β-структуре также 

размыт (Рис. 20 А), в то время как у ГМТ данный рефлекс является ярко 

выраженным (Рис. 20 Б-Г). Также отдельно следует отметить, что четвертичная 

кросс-β-структура присутствовала у агрегатов ГМТВМИ, сформированных в течение 

1 часа. Таким образом, 60 минут агрегации достаточно, чтобы данный белок мог 

сформировать амилоидные структуры.  

 

3.2.1.2. Исследование связывания агрегатов С-белка и ГМТ  

с красителем ТТ  

 

Другим распространённым методом подтверждения амилоидной природы 

белковых агрегатов, хотя и не столь надёжным, как метод рентгеновской дифракции 

(см п. 1.8.), является метод связывания красителя ТТ с агрегатами. На рисунке 21 

представлены графики интенсивности флуоресценции красителя ТТ в присутствии 

С-белка и ГМТ, а также их агрегированных форм. Показано увеличение 
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интенсивности флуоресценции ТТ в присутствии агрегатов всех 3 белков как после 

24 часов агрегации, так и после определённых временных интервалов, согласно 

которым по данным ДРС происходит формирование крупных частиц (агрегатов) см. 

п. 5.2. Также на графике (Рис. 21 Б) можно наблюдать низкие значения 

интенсивности флуоресценции ТТ (на уровне молекулярной формы белка) в 

присутствии агрегатов ГМТВМИ, сформированных в течение 1 часа, после их 

дезагрегации также в течение 1 часа. Это свидетельствует об отсутствии 

амилоидных структур в образцах, которые подверглись дезагрегации. Также следует 

отметить относительно слабое увеличение интенсивности флуоресценции ТТ в 

присутствии агрегированных форм С-белка, но, тем не менее, увеличение 

флуоресценции присутствует (Рис. 21 В).  

Таким образом, учитывая данные рентгеновской дифракции и дополнительные 

данные по связыванию агрегатов исследуемых белков с красителем ТТ, можно 

сделать вывод об амилоидной природе агрегатов исследуемых мышечных белков 

суперсемейства иммуноглобулинов.  

 

 

Рис. 21. А – Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии ГМТНМИ и агрегатов этого 

белка, сформированных в течение 3 и 24 часов; Б – Интенсивность флуоресценции ТТ в 

присутствии ГМТВМИ и его агрегатов, сформированных в течение 1 и 24 часов, а также 

после 1 часа дезагрегации; В – Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии С-белка и 

его агрегатов, сформированных в течение ~5 мин и 24 часов. Условия агрегации: 0.15 М 

глицин–КОН при рН 7.0. Измерения проводились при Т=25°C. Адаптировано из работ 

(Bobyleva et al., 2021; Bobylev et al., 2016; 2023).   
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3.2.2. Исследование изменения вторичной структуры ГМТ и С-белка при 

агрегации  

 

После того, как была подтверждена амилоидная природа агрегатов ГМТ и С-

белка, было проведено исследование их вторичной структуры. Для большинства 

исследованных белков при формировании ими амилоидных агрегатов наблюдается 

увеличение процента β-структуры (Waeytens et al., 2021). У исследуемых нами 

титина и С-белка изначально во вторичной структуре преобладает β-структура. В 

связи с этим, было интересно выяснить какие изменения происходят во вторичной 

структуре при агрегации исследуемых нами мышечных белков.  

 

3.2.2.1. Исследование вторичной структуры ГМТ и С-белка методом КД  

 

На рисунке 22 и в таблице 4 представлены данные кругового дихроизма ГМТ и 

С-белка, полученные до и после агрегации этих белков в течение 24 часов. Основной 

результат данного исследования – это отсутствие изменений во вторичной структуре 

при агрегации исследуемых белков.  

 

Рис. 22. Спектры кругового дихроизма ГМТНМИ (А), ГМТВМИ (Б) и С-белка (В). Спектры 

представлены для агрегированных и неагрегированных форм белков. Условия агрегации: 

0.15 М глицин-КОН при рН 7.0. Измерения проводились при Т=25°C. Воспроизведено из 

работ (Bobylev et al., 2016; Bobyleva et al., 2021; Bobylev et al., 2023), выполненных при 

участии автора диссертации. 

 

Содержание α-спиральных участков у ГМТНМИ в неагрегированной форме 

составило 6.1%. Содержание α-спиральных участков у агрегированной формы белка 

составило 5.5%. Содержание β-складчатых структур у неагрегированной формы 



132 

 

 

белка составило 40.5%, а у агрегированной формы белка – 40.2%. Аналогичные 

результаты, получены для ГМТВМИ. Содержание α-спиральных участков в 

молекулах неагрегированного ГМТВМИ составило 6.1%. Содержание α-спиральных 

участков агрегированной формы этого белка составило 5%. Содержание β-

складчатых структур у неагрегированной формы ГМТВМИ составило 41%, а у 

агрегированной формы белка – 53%. И наконец, у неагрегированной формы С-белка 

было обнаружено 4.5% α-спиральных участков и 30.7% β-складчатых структур. 

После агрегации было обнаружено 4.9% α-спиральных участков и 29.7% β-

складчатых структур (Табл. 4). Оставшиеся проценты скорее всего относится к 

участкам неупорядоченности; по полученным нами данным для всех трех 

исследуемых белков таковых участков ~ 50%. 

Анализируя полученные данные, можно отметить два ключевых момента: во-

первых, процентное соотношение α-спиральных участков и β-складчатых структур 

в исследуемых белках является сопоставимым, учитывая погрешность; во-вторых, у 

всех исследуемых нами белков при агрегации не происходит изменений во 

вторичной структуре белка, в частности, значительного увеличения β-структуры. 

Отсутствие изменений во вторичной структуре при формировании амилоидных 

агрегатов не свойственно для большинства амилоидных белков, так как для 

истинных амилоидных белков характерно увеличение β-складчатых структур при 

агрегации. Поэтому мы провели дополнительное исследование изменений 

вторичной структуры ГМТ методом ИК-Фурье спектроскопии.  

 

Таблица 4. Содержание вторичной структуры в образцах агрегированной и 

неагрегированной форм ГМТ и С-белка. 

Исследуемый белок  Форма белка α-спирали, % β-участки, % 

ГМТНМИ  

n=3 

До агрегации 6.1±5.5 40.5±5.5 

После агрегации 5.5±3.5 40.2±5.5 

ГМТВМИ 

n=3 

До агрегации 6.0±4.0 41.0±6.0 

После агрегации 5.0±3.5 42.0±6.0 

С-белок  

n=3 

До агрегации 4.5±3.5 30.7±3.5 

После агрегации 4.9±3.5 29.7±3.5 

*Представлены средние величины содержания элементов вторичной структуры в 

препаратах и соответствующие величины стандартного отклонения.   
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3.2.2.2. Исследование вторичной структуры ГМТ методом ИК-Фурье 

спектроскопии  

 

На рисунке 23 и в таблице 5 представлены данные исследования вторичной 

структуры ГМТ методом ИК-Фурье спектроскопии, полученные при 20°C и 

скорректированные на спектральный вклад водяного пара и CO2. 

Экспериментальные данные анализировались в соответствии с принципами, 

описанными в (Yang et al., 2015). Полученные оценки содержания элементов 

вторичной структуры в образцах ГМТ и его агрегатов приведены в таблице 5.  

Как и данные кругового дихроизма, данные ИК-Фурье свидетельствуют о том, 

что вторичная структура белка не изменяется при агрегации. Также стоит отметить 

относительно высокий процент α-спиральных участков, не свойственный титину. 

Возможно, некий процент α-спиральных участков вносят структурные элементы 

головки молекул ГМТ. Известно также, что в структуре молекулы ГМТ имеется 3 

участка «Coiled coil».  

 

Рис. 23. ИК-Фурье спектры титина и его агрегатов. А – ИК-Фурье спектры ГМТНМИ; Б – 

ИК-Фурье спектры ГМТВМИ. Условия агрегации: 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0. 

Измерения проводились при Т=25°C. Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2023; 

Timchenko et al., 2024), выполненных при участии автора диссертации.   
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Анализируя данные, полученные методом ИК-Фурье, можно заключить, что 

полученные результаты о содержащихся компонентах вторичной структуры 

немного отличаются от таковых, полученных методом КД. Различия могут быть 

связаны с особенностями применяемых подходов.  

В целом, полученные результаты позволяют сделать общий вывод о том, что у 

исследуемых нами белков во вторичной структуре имеется большое количество (> 

30%) неупорядоченной структуры. Но самый главный вывод – это отсутствие 

изменений во вторичной структуре исследуемых белков при их амилоидной 

агрегации. Это важная особенность, которая указывает на уникальный путь 

амилоидной агрегации, который характерен данным белкам.  

 

Таблица 5. Содержание вторичной структуры в образцах агрегированной и 

неагрегированной форм ГМТ  

Исследуемый 

белок  
Форма белка 

α-спирали, 

% 

β-участки, 

% 

Повороты, 

% 

Неупорядоченн

ая структура, 

% 

ГМТНМИ 

n=3 

До агрегации 20.4±1.9 31.5±0.5 12.4±0.7 31.7±1.2 

После агрегации 20.3±2.1 30.9±2.0 12.4±2.2 31.6±1.0 

ГМТВМИ 

n=3 

До агрегации 26.0 ±1.0 25.0±2.0 11.7±0.6 32.0±2.0 

После агрегации 24.6±1.6 26.0±2.0 10.7±0.4 34.0±2.0 

*Представлены средние величины содержания элементов вторичной структуры в 

препаратах и соответствующие величины стандартного отклонения.  

 

Также следует отметить, что у полученных для ГМТ ИК-спектров есть ряд 

особенностей, которые можно соотнести с некоторыми структурными 

особенностями амилоидных фибрилл. Например, ранее считалось, что пик в области 

1620-1630 см–1, соответствует структуре β-листа (Susi, Byler, 1986; Oberg, Fink, 

1998). Сейчас существуют данные, что для амилоидных фибрилл на ИК-спектре 

полосы амида I' характерен диапазон волновых чисел от 1611 см–1 до 1630 см–1, тогда 

как для нативных белков, имеющих β-укладку, характерен диапазон от 1630 см–1 и 

1643 см–1 (Zandomeneghi et al., 2004).  
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У двух изоформ ГМТ на графике основной пик амида I' как у агрегированной, 

так и у неагрегированной форм белка находится на 1650 см–1 и скорее соответствует 

белкам с преимущественно неупорядоченной и альфа-спиральной структурой, т.е. 

не содержащим β-слоев (Röhr et al., 2020). Таким образом, ИК-Фурье спектры 

агрегатов ГМТ не совсем характерны для спектров, полученных для других 

известных амилоидных белков. Однако, на графиках присутствует небольшое плечо 

полосы амида I', расположенное в диапазоне волновых чисел 1620-1630 см–1 (Рис. 24 

(область, выделенная серым цветом)).  

По имеющимся данным, диапазон волновых чисел 1611-1630 см–1 характерен 

для амилоидных фибрилл (полоса межмолекулярного β-слоя) (Zandomeneghi et al., 

2004). Это плечо, хотя и слабо выраженное, присутствует на графике как у 

агрегированной, так и у неагрегированной форм обеих изоформ ГМТ (Рис. 24), что 

вместе с другими данными, полученными методами рентгеновской дифракции и 

флуоресценции с TT, указывает на вклад небольшого процента содержания β-

участков, которые участвуют в образовании межмолекулярных связей. 

В литературе также имеются данные о том, что плечо на 1622 см–1 полосы 

амида I' характерно для амилоидоподобных агрегатов ox-ApoA-I (Krishnamoorthy et 

al., 2018). В нашем случае такое плечо указывает на наличие небольшого количества 

межмолекулярного β-слоя в агрегированной форме ГМТ, и, что примечательно, в 

неагрегированной форме белка тоже, т.е. может свидетельствовать о наличии 

отдельных амилоидных участков этого белка. Это может указывать на наличие 

межмолекулярных взаимодействий внутри отдельных олигомеров 

неагрегированной формы белка.   
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Рис. 24. ИК-Фурье спектры титина и его агрегатов (спектры в области амида I' (1600-1700 

см–1), которая преимущественно соответствует валентному колебанию карбонила амида). 

А – ИК-Фурье спектры ГМТНМИ; Б – ИК-Фурье спектры ГМТВМИ. Условия агрегации: 0.15 

М глицин-КОН при рН 7.0. Измерения проводились при Т=25°C. Наблюдается плечо на 

1618-1637 см–1 (отмечена на графике серым цветом с центром на ~1627 см–1). 

Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2023; Timchenko et al., 2024), выполненных при 

участии автора диссертации.  

 

3.2.3. Исследование структуры ГМТ и С-белка методом СМУРР  

 

Метод СМУРР использовали для получения информации о конформации 

молекул исследуемых мышечных белков в растворе. Для таких 

высокомолекулярных соединений, как титин, этот метод позволяет приближенно 

оценить их внутреннюю конформацию с учетом тангенса наклона (tg A) 

зависимости log I–log S. Известно, что для стержнеобразной конформации tg A = 1, 

для плоской конформации tan A = 2, для глобулярных частиц tg A = 4. С помощью 

программы DAMMIF (Franke, Svergun, 2009) также можно визуализировать 

приближенные трехмерные объемные структуры белка.  

 

3.2.3.1. Исследование структуры ГМТНМИ методом СМУРР  

 

Из полученных данных следует, что неагрегированная форма ГМТНМИ имеет 

вытянутую форму (стержнеобразная конформация) (tg A = –1.2) (Рис. 25 А). Это 

также хорошо видно на трёхмерной модели (Рис. 25 В). Агрегированная форма белка 
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близка к плоской (tg A = –1.95) (Рис. 25 Б). Следовательно, после агрегации 

стержнеобразная конформация изменилась на плоскую. 

 

Рис. 25. Исследование агрегатов ГМТНМИ методом СМУРР. Кривые рассеяния 

рентгеновского излучения в логарифмическом представлении, log I против log Q, где I – 

интенсивность рассеяния; Q – модуль вектора рассеяния (А, Б); А – Кривая рассеяния 

рентгеновского излучения неагрегированной формы ГМТНМИ. tg A = –1.2; Б – Кривая 

рассеяния рентгеновского излучения агрегированной формы ГМТНМИ. tg A = –1.95. В – 

Кривая рассеяния рентгеновского излучения в координатах log I от S, где S – вектор 

рассеяния неагрегированной формы ГМТНМИ. В чёрном секторе изображение, 

представляющее собой трёхмерную модель белка, полученное путём аппроксимации 

данных с помощью программы DAMMIF (Franke, Svergun, 2009). Условия агрегации: 0.15 

М глицин-КОН, рН 7.0, при Т=4°С. Измерения проводились при Т=25°C, концентрация 

белка c = 0.5 мг/мл. Воспроизведено из работы (Timchenko et al., 2024), выполненной при 

участии автора диссертации.  

 

3.2.3.2. Исследование структуры ГМТВМИ методом СМУРР  

 

Из полученных данных (Рис. 26) следует, что неагрегированный ГМТВМИ имеет 

плоскую форму (пластинчатую конформацию) (tg A = –2.7) (Рис. 26 А). Это видно 
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на полученной трёхмерной модели (Рис. 26 В). Скорее всего эти данные отражают 

наличие олигомеров белка, которых, по данным ДРС, в образце до 30% от общего 

количества (Рис. 11 Б (0мин)). Агрегированная форма частиц ГМТВМИ также близка 

к плоской (tg A = –2.65) (Рис. 26 Б). 

 

Рис. 26. Исследование агрегатов ГМТВМИ методом СМУРР. Кривые рассеяния 

рентгеновского излучения в логарифмическом представлении, log I против log Q, где I — 

интенсивность рассеяния; Q – модуль вектора рассеяния (А, Б); А – Кривая рассеяния 

рентгеновского излучения неагрегированной формы ГМТНМИ. tg A = –2.7; Б – Кривая 

рассеяния рентгеновского излучения агрегированной формы ГМТНМИ. tg A = –2.65. В – 

Кривая рассеяния рентгеновского излучения в координатах log I от S, где S – вектор 

рассеяния неагрегированной формы ГМТВМИ. В чёрном секторе изображение, 

представляющее собой трёхмерную модель белка, полученное путём аппроксимации 

данных с помощью программы DAMMIF (Franke, Svergun, 2009). Условия агрегации: 0.15 

М глицин–КОН при рН 7.0, 4°С. Измерения проводились при Т=25°C, концентрация белка 

c = 0.5 мг/мл. Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2023), выполненной при участии 

автора диссертации. 
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3.2.3.3. Исследование структуры С-белка методом СМУРР  

 

Для С-белка, ввиду меньших размеров его молекулы и частичной 

седиментации крупных агрегатов, удалось получить больше информации о 

конформации молекулярной и агрегированной форм белка, чем для ГМТ. Сначала 

была оценена молекулярная масса его молекулярной и агрегированной форм путем 

сравнения с известной массой БСА при экстраполяции кривой рассеяния к нулевому 

углу рассеяния. Молекулярная масса молекулярного С-белка составила 150±10 кДа, 

в то время как агрегированной формы – 900±60 кДа. Полученные значения для 

молекулярной формы С-белка (150±10 кДа) близки к его истинной молекулярной 

массе (125-134 кДа), а также к значениям, полученным при оценке его молекулярной 

массы в зависимсти от электрофоретической подвижности (~134 кДа) (Рис. 8). Что 

касается агрегированной формы, то значение 900 кДа, по-видимому, соответствует 

олигомерам белка, состоящим из 6-7 молекул этого белка. Эти данные совпадают с 

данными, полученными методом ДРС (Рис. 12 Б) и методом АСМ (Рис. 19 Б). 

 Из полученных данных (Рис. 27) следует, что неагрегированный С-белок имеет 

вытянутую форму (палочкообразную конформацию) (tg A = –1.1) (Рис. 27 А). Это 

видно на полученной трёхмерной модели (Рис. 27 Г). Агрегированная форма частиц 

С-белка является сочетанием вытянутой и плоской форм (tg A = –1.7) (Рис. 27 Д). На 

полученной трёхмерной модели (Рис. 27 З) можно наблюдать форму, 

напоминающую олигомер.   
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Рис. 27. Исследование агрегатов С-белка методом СМУРР. (А, Д) – Кривые рассеяния 

рентгеновского излучения в логарифмическом представлении, log I против log Q, где I – 

интенсивность рассеяния; Q – модуль вектора рассеяния; А – Кривая рассеяния 

рентгеновского излучения неагрегированной формы С-белка. tg A = –1.1; Б – Кривая 

рассеяния рентгеновского излучения агрегированной формы С-белка. tg A = –1.7; (Б, Е) – 
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Кривые рассеяния рентгеновского излучения в логарифмическом представлении, log IQ 

против Q2 неагрегированной (Б) и агрегированной (Е) форм белка; (В,Ж) – Кривые 

рассеяния рентгеновского излучения, представленные в координатах Кратки для 

неагрегированной (В) и агрегированной (Ж) форм белка. В чёрном секторе изображение, 

представляющее собой трёхмерные модели молекулы С-белка (Г) и агрегированной формы 

(З), полученные путём аппроксимации данных с помощью программы DAMMIF (Franke, 

Svergun, 2009). Условия агрегации: 0.15 М глицин–КОН при рН 7.0, при Т=4°С. Измерения 

проводились при Т=25°C, концентрация белка c = 4.3 мг/мл. Воспроизведено из работы 

(Bobyleva et al., 2021), выполненной при участии автора диссертации.  

 

Также для обеих структур был рассчитан радиус поперечного сечения (Rc). Rc 

можно оценить, построив зависимость log (IQ)-Q2 (Svergun, 1999). В случае круглого 

цилиндра Rc = R/2, где R – радиус цилиндра. Расчетное значение Rc для 

неагрегированной формы С-белка составило 30.0±2 Å (Рис. 27 Б), в то время как для 

агрегированной формы этого белка Rc = 68±2 Å (Рис. 27 Е). Дополнительную 

информацию о структуре белков и агрегатов также можно получить, построив 

кривую рассеяния в координатах IQ2 и Q (координаты Кратки). 

На рисунке 27 (В) представлены данные рассеяния неагрегированной формы 

С-белка, построенные в координатах Кратки. Кривая графика имеет форму, 

напоминающую колокол, что предполагает компактную структуру белка. По его 

максимуму был вычислен радиус гирации белка (Rg), который составил 30.0±2 Å. 

Рассчитанное значение Rg агрегированной формы С-белка, согласно данным (Рис. 

27 Ж), составило 86±4 Å. 

Таким образом, были дополнительно получены сведения о стабильных 

олигомерах С-белка, которые дополняют имеющиеся данные и согласуются с 

другими данными, полученными с использованием методов ДРС, ПЭМ и АСМ.  
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3.2.4. Исследование денатурационной стабильности ГМТВМИ методом 

ДСК  

 

Известно, что амилоидные агрегаты являются более стабильными, чем их 

белки предшественники, поэтому было проведено исследование стабильности 

агрегированной и неагрегированной форм ГМТВМИ.  

Термическую стабильность агрегатов ГМТВМИ определяли методом ДСК. На 

рисунке 28 представлены температурные зависимости избыточной теплоемкости 

ГМТВМИ в неагрегированной и агрегированной формах. Как видно из рисунка, на 

кривых имеются пики поглощения тепла, которые могут соответствовать 

кооперативному разрушению структуры. Повторное нагревание препаратов 

подтверждает необратимость процесса. Максимальная температура пика 

теплопоглощения неагрегированной формы ГМТВМИ, Tm, составила 317.7±0.1К; 

значение калориметрической энтальпии перехода, ΔHcal = 870±90 кДж моль-1. 

Максимальная температура пика теплопоглощения агрегатов ГМТВМИ, Tm, составила 

321.7±0.1К; значение калориметрической энтальпии перехода, ΔHcal = 1090±110 

кДж моль-1.  

 

Рис. 28. Температурные зависимости избыточной теплоемкости ГМТВМИ в 

мономерной (черный) и агрегированной (синий) формах. Воспроизведено из работы 

(Bobylev et al., 2023), выполненной при участии автора диссертации.  
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На основе зарегистрированных температур плавления можно отметить, что 

стабильность неагрегированной формы ГМТВМИ ниже (Tm=317.7К), чем 

стабильность его агрегатов (Tm=321.7К). Однако, разница максимальной 

температуры пика теплопоглощения между агрегированной и неагрегированной 

формами белка не столь существенна как в случае с истинными амилоидными 

белками. Также разницы практически не наблюдалось между значениями 

калориметрической энтальпии перехода. Относительно низкие значения 

температуры плавления белка в исследуемом диапазоне могут быть связаны с 

большим количеством неупорядоченной структуры, что было показано ранее для 

всех исследуемых нами белков методом ИК-Фурье и КД (см. п. 6.2). 

 

3.3. ИЗУЧЕНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ ОБРАЗОВАНИЯ ОЛИГОМЕРОВ ГМТ И 

С-БЕЛКА  

 

3.3.1. Изучение олигомеров С-белка. 

 

Появление олигомеров на разных стадиях агрегации исследуемых белков 

заслуживает отдельного внимания, так как это может влиять как на сам процесс 

агрегации, так и на свойства агрегатов, что может быть связано с токсичностью. 

Известно, что накопление белковых отложений, как правило, связывают с тяжелой 

клеточной дегенерацией в местах отложений, при этом точный механизм патогенеза 

остается малоизученным. В настоящее время предлагается несколько возможных 

механизмов цитотоксичности, связанной с белковыми отложениями (Uversky, 2010).  

Известно, что помимо амилоидных фибрилл белки могут образовывать другие 

типы агрегатов, такие как растворимые олигомеры и аморфные агрегаты. Аморфные 

агрегаты обычно образуются быстрее, чем фибриллы. Для их образования не 

требуется какой-то особой укладки (конформации), многие белки с 

неупорядоченной структурой и частично развернутые белки формируют аморфные 

агрегаты. С другой стороны, для фибриллообразования необходимы особые 

условия, способствующие образованию специфической укладки в амилоидную 

структуру. Данная специфическая укладка может появляться уже на стадии 

формирования растворимых олигомеров (Uversky, 2010). Исследуемые нами белки 
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формируют амилоидные аморфные агрегаты. Это расходится с общепринятой 

научной точкой зрения о том, что амилоидами могут быть только фибриллы белков.  

Также, согласно распространенной модели, на начальных этапах 

фибриллообразования мономерный амилоидогенный белок может образовывать 

одновременно несколько типов олигомерных форм с различной внутренней 

конформацией. Различные типы олигомеров могут давать начало более крупным 

агрегатам различной структуры, как фибриллярным, так и аморфным, либо 

представлять собой относительно стабильные структуры, не запускающие 

дальнейшую агрегацию (Uversky, 2010). Это соответствует полученным нами 

результатам. Так, например, С-белок после формирования крупных аморфных 

агрегатов в первые 5 минут агрегации формировал в последующем ряд стабильных 

олигомеров, претерпевающих незначительный рост в течение ~16 часов (Рис. 11 Б). 

Данные олигомеры не участвовали в формировании крупных агрегатов. С другой 

стороны, олигомеры ГМТВМИ наблюдались нами на начальной стадии агрегации и, 

скорее всего, участвовали в формировании более крупных агрегатов, а также 

ускоряли процесс агрегации. 

 

Рис. 29. АСМ и ПЭМ олигомеров С-белка. А – АСМ аморфных агрегатов и 

олигомеров С-белка, сформированных в течение 24 часов. Отдельно лежащие олигомеры 
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показаны в красных кругах; Б – ПЭМ олигомеров С-белка, сформированных в течение ~5 

минут и 24 часов. Справа внизу приведена для сравнения смоделированная структура 

олигомера С-белка, полученная с помощью программы DAMMIF, на основе данных 

СМУРР. Размер одного квадрата 100×100 нм. Условия формирования агрегатов: 0.15 М 

глицин–КОН, рН 7.0, 4°С. Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 2023(b)), 

выполненной при участии автора диссертации. 

 

Мы исследовали С-белок методом СМУРР и определили, что образуемые 

данным белком олигомеры имеют молекулярную массу 900±60 кДа и радиус 

гирации 86±4 Å. При этом в составе больших олигомеров С-белок остается довольно 

компактным, на что указывает наличие выраженного максимума на графике Кратки 

(Рис. 27 Ж). Учитывая молекулярную массу белка равную ~134 кДа, можно 

предположить, что олигомер С-белка состоит из ~7 молекул. Из данных, 

полученных методом ДРС, мы рассчитали количество мономеров в олигомере: их 

количество составило 10-12 мономеров.  

По данным АСМ и ПЭМ препаратов С-белка олигомеры представляют собой 

частицы сферической формы с радиусом ~40-50 нм и высотой до 10 нм (Рис. 29 А, 

Б). Примечательно, что смоделированная трехмерная структура олигомеров С-

белка, полученная на основе данных СМУРР, также близка к сферической (Рис. 29 

Б) и (Рис. 27 З).  

 

3.3.2. Изучение олигомеров ГМТ  

 

Отдельного внимания заслуживает анализ структуры олигомеров ГМТВМИ. 

Способность скелетномышечного титина формировать олигомеры разного порядка 

была впервые показана в 2003 году. С использованием метода АСМ было 

обнаружено, что молекулы титина скелетных мышц кролика при понижении ионной 

силы раствора в течение 10 минут формируют олигомеры (Kellermayer et al., 2003). 

Изначальные условия, в которых находился титин перед формированием 

олигомеров: 30 мМ K-фосфата, 0.6 М KCl, 0.1 мМ ЭГТА, 0.3 мМ ДТТ, 0.1% NaN3, 

40 мкг/мл леупептина, 20 мкМ E-64 и 0.05% Tween-20, pH 7.0. Условия в которых 

титин формировал олигомеры: 25 мМ имидазола–HCl, 0.2 M KCl, 4 мМ MgCl2, 1 мМ 
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ЭГТА, 0.01% NaN3, 1 мМ ДТТ, 20 мкг/мл леупептина, 10 мкМ E-64, pH 7.4 

(Kellermayer et al., 2003).  

В данных условиях авторы наблюдали отдельно лежащие молекулы титина и 

олигомеры этого белка. Обнаруженные олигомеры титина были разного порядка: от 

димеров, триммеров и тетраметров до более 10 молекул титина в олигомере. Кроме 

того, у каждого олигомера титина наблюдалась уплотнение в центре – 

взаимодействующие головки отдельных молекул титина (Kellermayer et al., 2003).  

 

 

Рис. 30. АСМ олигомеров ГМТВМИ. В основном встречаются олигомеры высокого порядка. 

Однако в поле зрения обнаружены также димеры, тримеры и тетрамеры (нижний ряд). 

Шкала 500 нм. Справа внизу в черном секторе приведена для сравнения смоделированная 

структура олигомера ГМТВМИ, полученная с помощью программы DAMMIF, на основе 

данных СМУРР. Раствор: 0.6 M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 

0.2 мM ФМСФ, 10 мM имидазола, pH 7.0. Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2023), 

выполненной при участии автора диссертации.  

 

Проведенные нами исследования выявили наличие олигомеров у ГМТВМИ по 

форме и морфологии аналогичные олигомерам титина поперечно-полосатых мышц, 

описанным выше. В частности, мономеры в олигомерах гладкомышечного титина 

также были связаны головками (Рис. 30). Эта головка, вероятно, соответствует 

участку белка, расположенному в М-линии саркомера в случае с титином 

поперечно-полосатых мышц (Kellermayer et al., 2003) или белка плотных тел 

гладкомышечных клеток, в случае с титином гладких мышц. Из этих наблюдений 
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мы сделали вывод о том, что у ГМТВМИ встречаются в основном олигомеры высшего 

порядка (от 10 до 20 мономеров в олигомере) (Рис. 30). Однако мы также наблюдали 

олигомеры низшего порядка (димеры, тримеры, тетрамеры и т.д.) (Рис. 30 (нижний 

ряд)).  

Итак, мы обнаружили два отличия олигомеров титина поперечно-полосатых 

мышц и ГМТВМИ. Во-первых, это размеры олигомеров: 500 нм для ГМТВМИ и ~1 мкм 

для титина (Т2) поперечно-полосатых мышц (Kellermayer et al., 2003). По-видимому, 

это связано с различиями в размерах молекул титина. Вторая и наиболее важная 

особенность – это условия олигомеризации. Для формирования олигомеров титином 

поперечно-полосатых мышц требуется снижение ионной силы (с ~0.6 до ~0.2), в то 

время как для ГМТВМИ этого не требуется. Олигомеры ГМТВМИ присутствуют в 

«колоночном» буфере сразу после очистки с изначально высокой ионной силой (0.6 

M KCl, 2 мM MgCl2, 1 мM ЭДTA, 1 мM ЭГTA, 0.5 мM ДTT, 0.2 мM ФМСФ, 10 мM 

имидазола, pH 7.0). Из этого можно сделать вывод о том, что титин гладких мышц 

больше склонен к агрегации и олигомеризации, чем изоформа этого белка из 

поперечно-полосатых мышц. Этим объясняется высокая скорость агрегации этой 

гладкомышечной изоформы белка.  

Итак, мы наблюдали стабильные олигомеры С-белка, которые не участвовали 

в образовании крупных агрегатов, а также олигомеры высокомолекулярной 

изоформы ГМТ с м.м. 1500 кДа, которые участвовали в формировании крупных 

амилоидных аморфных агрегатов. Однако процесс агрегации и формирования 

промежуточных продуктов не ясен, поскольку из-за высокой скорости агрегации 

сложно выявить и проанализировать стадию, на которой происходит сборка 

крупных агрегатов из более мелких надмолекулярных структур. Для возможного 

ответа на этот вопрос мы проанализировали ЭМ данные агрегатов 

низкомолекулярной изоформы ГМТ с м.м. 500 кДа, полученных после 3 часов 

агрегации. Эта изоформа гладкомышечного титина помимо отличий в молекулярной 

массе имеет более низкую скорость агрегации. В проведённых нами исследованиях 

методом динамического светорассеяния было обнаружено, что ГМТнми после 3 

часов агрегации формировал относительно крупные частицы, мономеры и 

олигомеры (Рис. 31 В).  
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На рисунке 31 (А) приведены ПЭМ-изображения агрегатов ГМТ с м.м. 500 кДа, 

сформированных после 3 часов агрегации. Можно наблюдать отдельно лежащие 

олигомеры (Рис. 31 А (обведены в черный круг)), крупные агрегаты и множество 

более мелких частиц, предположительно мономеров белка. На рисунке 31 Б также 

представлен ряд олигомеров разной формы, имеющих размеры 500-700 нм. Ряд 

олигомеров белка по данным ДРС имеют более крупные размеры (Рис. 31 В). На 

изображении также можно наблюдать, что крупный агрегат состоит из отдельных 

олигомеров (Рис. 31 А (стрелка)).  

 

Рис. 31. ПЭМ аморфных агрегатов и олигомеров ГМТНМИ, сформированных в течение 3 

часов. А,Б – ПЭМ аморфных агрегатов и олигомеров ГМТНМИ, сформированных в течение 

3 часов. Отдельно лежащие олигомеры показаны в черных кругах. В – данные ДРС 

аморфных агрегатов и олигомеров ГМТНМИ, сформированных в течение 3 часов. Четыре 

размерные фракции частиц белка с гидродинамическими радиусами соответствуют 

мономерам (Rh ~12-13 нм), олигомерам низго (Rh ~45 нм) и высокого (Rh ~700 нм) 

порядков и крупным агрегатам (Rh ~4500 нм). Условия формирования агрегатов 0.15 М 

глицин–КОН, рН 7.0, 4°С. Шкала 500 нм. Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 

2023(b)), выполненной при участии автора диссертации.   
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Таким образом, мы можем предположить, что укрупнение и рост агрегатов 

гладкомышечного титина может происходить за счет олигомеров белка. Олигомеры 

ГМТ, в свою очередь, представляющие собой связанные концами в одной точке 

молекулы белка с неизмененной вторичной структурой, являются промежуточным 

продуктом для формирования более крупных аморфных агрегатов.  

 

3.4. ИССЛЕДОВАНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ ФОРМИРОВАНИЯ ДВУХ 

ТИПОВ АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ ГМТНМИ  

 

В процессе исследования амилоидной агрегации мультидоменных мышечных 

белков ГМТ и С-белка мы выяснили, что для них свойственно образование 

амилоидных аморфных агрегатов, которое сопровождается отсутствием изменений 

во вторичной структуре. Для некоторых белков, характерно несколько различных 

путей формирования амилоидных агрегатов, которые имеют структурные различия. 

Поэтому мы предположили, что исследуемые белки тоже могут формировать 

амилоидные агрегаты нескольких типов. В процессе поиска мы обнаружили, что в 

растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, ГМТНМИ формирует 

аморфные агрегаты, способные к дезагрегации при повышении ионной силы. Эти 

условия оказались более приближены к физиологическим, чем используемые нами 

ранее (в растворе 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0). Кроме того, были обнаружены 

различия в морфологии у агрегатов ГМТНМИ, сформированных в двух 

вышеуказанных растворах. Таким образом, мы решили выяснить, существуют ли 

различия на структурном уровне между двумя типами агрегатов ГМТНМИ.  

 

3.4.1. Сравнительное изучение морфологии двух типов агрегатов ГМТНМИ 

 

3.4.1.1. Изучение морфологии двух типов агрегатов ГМТНМИ методом 

ПЭМ 

 

На рисунке 32 представлены электронно-микроскопические данные, двух 

типов агрегатов ГМТНМИ. Исследуемый белок в обоих условиях формировал 

аморфные агрегаты (Рис. 32), однако агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, 



150 

 

 

содержащем 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0, представляли из себя аморфные 

структуры, состоящие из более крупных частиц (Рис. 32 Б, Г). Также следует 

отметить, что агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, содержащем 200 мМ 

KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, формировали достаточно крупные агрегаты через 3 

часа (Рис. 32 А). 

 

Рис. 32. ПЭМ негативно окрашенных агрегатов ГМТНМИ. Аморфные агрегаты ГМТНМИ, 

сформированные в течение 3 часа (А) и через 24 часа (В) агрегации, в растворе, содержащем 

200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0; Аморфные агрегаты ГМТНМИ, сформированные в 

течение 3 часа (Б) и через 24 часа (Г) агрегации, в растворе, содержащем 0.15 М глицин–

КОН, рН 7.0. Для окрашивания использовался 2% водный раствор уранилацетата. Шкала 

100 нм. Воспроизведено из работы (Yakupova et al., 2018), выполненной при участии автора 

диссертации. 

 

3.4.1.2. Изучение морфологии двух типов агрегатов ГМТНМИ методом 

АСМ 

 

Согласно данным АСМ во всех исследуемых образцах агрегаты титина (Рис. 

33) имели аморфный вид. При этом агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, 
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содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, после 3 часов агрегации имели 

размер от 30-50 нм до одного микрометра по ширине и до 25 нм по высоте (Рис. 33 

А). После 24 часов агрегации наблюдались пористые структуры высотой 8-10 нм 

(Рис. 33 В). Агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, содержащем 0.15 М 

глицин–КОН, рН 7.0, представлены на рисунке 33 Б,Г (они также описаны выше в 

п. 5.3.1, Рис. 13). Агрегаты ГМТНМИ, сформированные в течение 3 часов, имели 

сферическую форму, 4 мкм в ширину и до 400 нм в высоту (Рис. 33 Б). При этом 

диаметр отдельных крупных сферических частиц составлял ~1 мкм. Агрегаты 

ГМТНМИ, сформированные в течение 24 часов, представляли собой разветвленные 

цепи, состоящие из сферических агрегатов диаметром ~300-500 нм и высотой до 35-

40 нм (Рис. 33 Г).  

 

Рис. 33. АСМ агрегатов ГМТНМИ. Аморфные агрегаты ГМТНМИ, сформированные в течение 

3 часа (А) и через 24 часа (В) агрегации, в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM 

имидазола, pH 7.0; Аморфные агрегаты ГМТНМИ, сформированные в течение 3 часа (Б) и 
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через 24 часа (Г) агрегации, в растворе, содержащем 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0. 

Воспроизведено из работы (Yakupova et al., 2018), выполненной при участии автора 

диссертации.  

 

Исходя из полученных данных, можно сделать следующие выводы. Во-первых, 

на ранних стадиях (3 часа) агрегации низкомолекулярной изоформы 

гладкомышечного титина в обоих выбранных нами растворах наблюдается 

формирование крупных частиц ГМТНМИ (Рис. 33 А, Б), но после 24 часов агрегации 

в поле зрения преобладают аморфные агрегаты, состоящие из меньших по размеру 

частиц, но взаимосвязанных друг с другом и занимающих большие площади (Рис. 

33 В, Г). Второй вывод, он же основной, заключается в том, что размер частиц 

аморфных агрегатов ГМТНМИ, сформированных в растворе, содержащем 200 мМ 

KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, на ранних стадиях агрегации явно меньше (Рис. 33 

А), чем размер таковых, сформированных в растворе, содержащем 0.15 М глицин–

КОН, рН 7.0 (Рис. 33 Б). Это же относится и к агрегатам, сформированным в течение 

24 часов (Рис. 33 В, Г). Таким образом, наблюдаются различия в морфологии между 

агрегатами ГМТНМИ, сформированными в разных условиях.  

 

3.4.2. Сравнительное изучение обратимости агрегации ГМТНМИ  

 

На рисунке 34 представлены результаты, полученные методом ДРС, 

демонстрирующие скорость агрегации и способность к дезагрегации агрегатов 

ГМТНМИ, которые были получены в разных условиях. Динамика агрегации была 

исследована в течение 3 часов. В первую очередь стоит отметить, что не обнаружено 

существенных различий в размерах частиц и в их процентном соотношении у 

агрегатов обоих типов. В препаратах неагрегированной формы ГМТНМИ, как было 

уже описано выше в п. 5.2, наблюдалось две размерные фракции частиц, средний 

гидродинамический радиус (Rh) которых был приблизительно 12-15 нм 

(доминирующий пик ~90%) и ~45 нм (минорный пик ~10%). Размерная фракция 

Rh=12-15 нм, скорее всего, соответствует отдельным молекулам титина, тогда как 

вторая размерная фракция Rh ~45 нм может принадлежать олигомерам белка. После 

180 минут агрегации в препаратах белка наблюдалось три фракции частиц. При 
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агрегации ГМТНМИ в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, 

присутствовали размерные фракции с Rh ~20 нм, ~200 нм, ~8000 нм (Рис. 34 А). При 

агрегации ГМТНМИ в растворе, содержащем 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0, 

присутствовали размерные фракции с Rh ~20 нм, ~700 нм, ~8000 нм (Рис. 34 Б). 

Полученные данные для двух типов агрегатов ГМТНМИ, сформированных в разных 

условиях в течение 3 часов агрегации, демонстрируют схожую картину по 

распределению размерных фракций, за исключением средней размерной фракции. 

У агрегатов ГМТНМИ, сформированных в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM 

имидазола, pH 7.0, данная размерная фракция имела значение Rh=200 нм. У 

агрегатов ГМТНМИ, сформированных в растворе, содержащем 0.15 М глицин-КОН, 

рН 7.0, данная размерная фракция имела значение Rh=700 нм. В обоих условиях 

присутствовали крупные частицы с Rh=8000 нм, что свидетельствует об одинаковой 

скорости агрегации, так как это наиболее крупные частицы, которые можно 

обнаружить данным методом. 

 

Рис. 34. Распределение частиц ГМТНМИ по размеру через 3 часа агрегации, а также после 

дезагрегации в течение трех часов (белок был предварительно агрегирован также в течение 

3 часов). А – агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, содержащим 200 мM KCl, 10 

мM имидазола, pH 7.0, а также агрегаты этого белка, после дезагрегации, в растворе, 

содержащем 0.6 М KCl, 30 мМ KH2PO4, 1 мМ ДТТ, 0.1 М NaN3, pH 7.0 в течение 3 часов; Б 

– агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, содержащим 0.15 М глицин–КОН 10 мM 

имидазола, pH 7.0, а также агрегаты этого белка, после дезагрегации, в растворе, 

содержащем 0.6 М KCl, 30 мМ KH2PO4, 1 мМ ДТТ, 0.1 М NaN3, pH 7.0 в течение 3 часов. 

Измерения проводились при Т=25°C. Воспроизведено из работы (Yakupova et al., 2018), 

выполненной при участии автора диссертации.   
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При исследовании обратимой агрегации (дезагрегации) путём повышения 

ионной силы раствора (диализ против буферного раствора, содержащего 0.6 М KCl, 

30 мМ KH2PO4, 1 мМ ДТТ, 0.1 М NaN3, pH 7.0) в образцах агрегатов ГМТНМИ, 

сформированных в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0 

была обнаружена почти полная их дезагрегация (Рис. 34 А (пунктирная линия)). В 

частности, была обнаружена размерная фракция частиц с Rh ~12 нм, что указывает 

на появление неагрегированных отдельных молекул этого белка. В случае с другим 

типом агрегатов (сформированных в растворе, содержащим 0.15 М глицин–КОН 10 

мM имидазола, pH 7.0) подобная фракция частиц не наблюдалась (Рис. 34 Б 

(пунктирная линия)). Более того, процент частиц с самыми малыми значениями Rh 

даже после повышения ионной силы раствора в данных образцах уменьшался, а 

число частиц с бóльшими гидродинамическими радиусами увеличивался, что 

указывает на необратимость агрегации ГМТНМИ, агрегаты которого сформированы в 

растворе, содержащем 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0. 

Таким образом, помимо различий в морфологии, выявленных методом АСМ и 

ПЭМ, была выявлена другая особенность агрегатов ГМТНМИ, сформированных в 

двух разных растворах: агрегаты ГМТНМИ, сформированные в растворе, содержащем 

200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, дезагрегировали при повышении ионной 

силы.  

 

3.4.3. Изучение амилоидной природы двух типов агрегатов ГМТНМИ 

 

3.4.3.1. Исследование агрегатов ГМТНМИ методом рентгеновской 

дифракции  

 

С помощью рентгеновской дифракции для агрегатов ГМТНМИ, 

сформированных в растворе 200 мМ KCl, 10 мМ имидазола (pH 7.0), выявлены 

характерные рефлексы: диффузный максимум около ~10 Å и выраженный рефлекс 

4.8 Å (рис. 35A).  
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Рис. 35. Рентгеновская дифракция агрегатов титина гладких мышц после 24 часов 

агрегации. А – Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов ГМТНМИ, 

сформированных в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0; Б – 

Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов ГМТНМИ, сформированных в 

растворе, содержащем 0.15 М глицин–КОН, рН 7.0. Размытый кольцевой рефлекс ~10 Å и 

кольцевой рефлекс ~4.8 Å (А,Б) подтверждают наличие кросс-β-структуры. 

Воспроизведено из работы (Yakupova et al., 2018), выполненной при участии автора 

диссертации. 

 

Для агрегатов, полученных в растворе 0.15 М глицин–KOH (pH 7.0), 

наблюдались сходные рефлексы – соответственно ~10 Å и 4.8 Å (рис. 35B). При этом 

рефлекс около ~10 Å, отражающий расстояние между β-листами, в образцах, 

сформированных в 0.15 М глицин–KOH (pH 7.0), менее размытый по сравнению с 

агрегатами, полученными в 200 мМ KCl/10 мМ имидазол (pH 7.0), что может 

указывать на более упорядоченную упаковку β-листов. В целом набор рефлексов 

соответствует кросс-β-структуре, характерной для амилоидных агрегатов.  

 

3.4.3.2. Исследование связывания агрегатов ГМТНМИ с красителем ТТ 

 

В ходе эксперимента мы проводили измерения интенсивности флуоресценции 

ТТ в присутствии агрегатов титина обоих типов после 3 и 24 часов агрегации (Рис. 

36). Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии агрегатов ГМТНМИ, 
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сформированных в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, в 

течение 3 и 24 часов, практически не увеличивалась по сравнению с ее 

интенсивностью в присутствии молекулярной формы титина (Рис. 36) и была 

значительно ниже интенсивности флуоресценции агрегатов этого белка, 

сформированных в других условиях. Интенсивность флуоресценции ТТ в 

присутствии агрегатов титина, сформированных в растворе, содержащем 0.15 М 

глицин-КОН, рН 7.0, в течение 3 и 24 часов, была значительно выше интенсивности 

флуоресценции красителя в присутствии молекулярной формы титина (Рис. 36).  

Таким образом, отсутствие связывания ТТ с амилоидными агрегатами ГМТНМИ, 

сформированными в растворе, содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, 

является еще одним отличием этого типа агрегатов от агрегатов ГМТНМИ, 

сформированных в растворе, содержащем глицин.  

 

Рис. 36. Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии ГМТНМИ и агрегатов этого белка, 

сформированных в течение 3 и 24 часов в растворах, содержащих 0.15 М глицин–КОН, рН 

7.0 и 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0. Измерения проводились при Т=25°C. 

Воспроизведено из работы (Yakupova et al., 2018), выполненной при участии автора 

диссертации.  

 

3.4.4. Изучение вторичной структуры двух типов агрегатов ГМТНМИ  

 

Для исследования вторичной структуры разных типов агрегатов ГМТНМИ мы 

использовали ИК-Фурье спектроскопию. На рисунке 37 представлены данные ИК-

спектроскопии с преобразованием Фурье.  
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Рис. 37. ИК-Фурье спектры ГМТНМИ (1) и его агрегатов, сформированных в растворах, 

содержащих 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0 (2) и 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 (3). 

Воспроизведено из работы (Timchenko et al., 2024), выполненной при участии автора 

диссертации.  

 

Таблица 6. Оценка содержания вторичной структуры в образцах ГМТНМИ и его агрегатов.  

Образец 
α-спирали, 

% 

β-складки, 

% 

Повороты, 

% 

Неупорядоченная 

структура, % 

Неагрегированная форма 

ГМТНМИ 
20.4±1.9 31.5±0.5 12.4±0.7 31.7±1.2 

Агрегаты ГМТНМИ, 

сформированные в растворе 

200 мМ KCl, 10 мM 

имидазола, рН 7.0 

22.0±2.2 29.2±2.3 13.0±0.6 31.7±0.7 

Агрегаты ГМТНМИ, 

сформированные в растворе 

0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 

20.3±2.1 30.9±2.0 12.4±2.2 31.6±1.0 

* Представлены средние величины содержания элементов вторичной структуры в 

препаратах и соответствующие величины стандартного отклонения.   
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Полученные оценки содержания элементов вторичной структуры в образцах 

ГМТНМИ и его двух типов агрегатов представлены в Таблице 6. Из полученных 

данных видно, что у этой изоформы гладкомышечного титина в процессе 

формирования двух типов амилоидных агрегатов не происходит изменений во 

вторичной структуре. 

 

3.4.5. Изучение структуры двух типов агрегатов ГМТНМИ методом 

СМУРР  

 

СМУРР был использован для получения информации о конформации двух 

типов агрегатов ГМТНМИ. На рисунке 38 представлены результаты СМУРР. Из 

полученных нами данных, и как уже было описано ранее в п. 6.3.1, следует, что 

молекула ГМТНМИ имеет вытянутую форму (палочкообразную конформацию) (tan A 

= –1.2) (Рис. 38 A). Форма частиц агрегатов ГМТНМИ близка к пластинчатой, как у 

полученных в растворе, содержащем 200 мM KCl, 10 мM имидазола, pH 7.5, (tg A = 

–1.86) (Рис. 38 Б), так и в растворе, содержащем 0.15М Глицин-КОН, pH 7.5 (tg A = 

–1.95) (Рис. 38 В). Значения тангенса угла наклона кривой рентгеновского рассеяния, 

полученные для обоих типов агрегата, являются близкими. Это свидетельствует о 

том, что несмотря на разную морфологию агрегатов ГМТНМИ, полученных в разных 

условиях, данные агрегаты состоят из одинаковых частиц. Соответственно, 

различия в их морфологии, выявленные методами ПЭМ и АСМ, обусловлены 

особой организацией и упаковкой уже сформированных частиц.  

 

Рис. 38. Исследование агрегатов ГМТНМИ методом СМУРР. Кривые рассеяния 

рентгеновского излучения в логарифмическом представлении, log I против log Q, где I – 

интенсивность рассеяния; Q – модуль вектора рассеяния; А – Кривая рассеяния 

рентгеновского излучения неагрегированной формы ГМТНМИ. tg A = –1.2; Б – Кривая 
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рассеяния рентгеновского излучения агрегатов ГМТНМИ, сформированных в растворе, 

содержащем 200 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0. tg A = –1.86; В – Кривая рассеяния 

рентгеновского излучения агрегатов ГМТНМИ, сформированных в растворе, содержащем 

0.15 М глицин-КОН, рН 7.0. tg A = –1.95. Измерения проводились при Т=25°C, 

концентрация белка c = 0.5 мг/мл. Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2023; Timchenko 

et al., 2024), выполненных при участии автора диссертации.  

 

Итак, результаты наших исследований показывают, что низкомолекулярная 

изоформа гладкомышечного титина формирует in vitro разные по морфологии 

аморфные агрегаты, отличающиеся по связыванию красителя ТТ и способности к 

дезагрегации. Оба типа агрегатов по имеющимся данным, имеют четвертичную 

кросс β-структуру и одинаковую вторичную структуру.  

 

3.5. СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ 

ГМТ И С-БЕЛКА 

 

3.5.1. Идентификация рефлексов, полученных методом  

рентгеновской дифракции  

 

Итак, проведенные нами исследования показали, что ГМТ и С-белок 

формируют in vitro амилоидные агрегаты. Было обнаружено, что гладкомышечный 

титин способен формировать амилоидные агрегаты двух типов, которые имели 

четвертичную кросс-β структуру, но отличались по способности связываться с 

красителем ТТ. При этом у одного из типов амилоидных агрегатов, имеющих 

низкую способность к связыванию с ТТ, была выявлена способность к дезагрегации. 

Методами кругового дихроизма и ИК-Фурье спектроскопии не было выявлено 

изменений во вторичной структуре ГМТ и С-белка при формировании агрегатов. 

Также было показано, что ГМТ и С-белок формировали именно амилоидные 

агрегаты, что подтверждалось наличием четвертичной кросс-β структуры, 

полученной методом рентгеновской дифракции. В данном разделе будут приведены 

и в какой-то мере обсуждены дополнительные результаты, полученные методом 

рентгеновской дифракции.  
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Известно, что основное свойство всех амилоидных агрегатов – это наличие 

преобладающей четвертичной кросс-β структуры (Sunde et al., 1997; Nelson, 

Eisenberg, 2006). Наличие подобной структуры определяется методом 

рентгеновской дифракции. На рентгенограммах препаратов частично выровненных 

(ориентированных) амилоидных фибрилл регистрируются два дифракционных 

рефлекса в меридиональном и экваториальном направлениях (Astbury et al., 1935; 

Eanes, Glenner, 1968; Makin, Serpell, 2005(b); Jahn et al., 2010). Первый тип 

дифракционных рефлексов, расположенных вертикально на дифракционной 

картине (меридиональные рефлексы), соответствует периоду 4.7-4.8 Å. Этот период 

указывает на то, что полипептидные цепи расположены перпендикулярно оси 

фибриллы, и расстояние между ними 4.7-4.8 Å. Второй тип дифракционных 

рефлексов, расположенные по горизонтали дифракционной картины 

(экваториальные рефлексы), соответствуют периоду 10-11 Å. Данные рефлексы 

указывают на то, что полипептидные цепи организованы в β-листы, которые 

находятся на расстоянии 10-11 Å друг от друга (Wille et al., 2009; Eisenberg, Jucker, 

2012).  

В случае менее ориентированных фибрилл оба типа рефлексов размываются и 

отображаются на дифракционной картинке в виде кольца (Morris, Serpell, 2012). 

Поэтому при исследовании амилоидных структур методом рентгеновской 

дифракции проводят специальную подготовку образца, позволяющую получить 

хорошо ориентированные фибриллы. В нашем исследовании структуры агрегатов 

титина и С-белка методом рентгеновской дифракции применялась именно такая 

техника приготовления образца. В частности, каплю концентрированного препарата 

белка в буферном растворе помещали между двумя стеклянными палочками, 

покрытыми парафином и находящимися на расстоянии 3-5 мм. При высыхании 

капли белок ориентировался в одном направлении, вытягиваясь между двумя 

стеклянными палочками, превращаясь в тонкую нить. Подобная техника 

приготовления образца описана в работе (Morris, Serpell, 2012) и использовалась 

нами (Табл. 7). Далее образец помещали в пучок рентгеновских лучей. Мы получили 

ряд рефлексов, которые отображались на дифракционной картинке в виде колец. 

Присутствие других «неамилоидных» рефлексов потребовало проведения 

дополнительных исследований.  
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Итак, помимо вышеуказанных «амилоидных» рефлексов были обнаружены и 

другие (Табл. 7 б, г, д, е), которые не удалось идентифицировать, то есть определить, 

каким структурным элементам они соответствуют в агрегатах титина и С-белка. 

Одним из предположений наличия дополнительных рефлексов было возможное 

присутствие примесей в виде кристаллов солей и других компонентов буферных 

растворов, от которых нам не удалось до конца избавиться на этапе приготовления 

препарата. Возникло сомнение в принадлежности основных рефлексов (~8-12 Å и 

~4.8 Å) к исследуемым нами белкам. Поэтому были проведены дополнительные 

исследования методом рентгеновской дифракции как образцов используемых 

буферных растворов, так и агрегатов исследуемых белков.  

 

Таблица 7. Данные, полученные методом рентгеновской дифракции (мод. из Bobylev et al., 

2020, с дополнениями). 

 Дифракционная 

картина 

Кристаллы 

образца 

Состав исследуемого 

образца 

Полученные 

рефлексы 

(а) 

 
 

Буферный раствор, 

содержащий 0.2 М KCl, 

10 мМ имидазола  

2.8; 3.2; 3.4; 3.7; 

3.8, 3.9; 4.1; 4.4; 

5.8; 6.3; 8.2 Å 

(б) 

  

Гладкомышечный титин 

(м.м. 500 кДа) в 

агрегированной форме в 

0.2 М KCl, 10 мМ 

имидазола (агрегация 24 

часа) 

2.2; 2.4; 2.9;3.1; 

3.7; 3.8; 4.3; 4.6; 

4.8; 8.2-12.7 Å.  

(в) 

  

Буферный раствор, 

содержащий 

0.15 М глицин-KOH  

Область 

диффузии  

~3.7 Å  
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(г) 

 
 

Гладкомышечный титин 

(м.м. 500 кДа) в 

агрегированной форме в 

0.15 М глицин-KOH 

(агрегация 24 часа) 

2.2; 2.4; 2.5; 2.6; 

2.8; 3.1; 3.7; 4.5; 

4.8; 8.2-11.7 Å 

(д) 

 
 

Гладкомышечный титин 

(м.м. 1500 кДа) в 

агрегированной форме в 

0.15 М глицин-KOH 

(агрегация 24 часа) 

2.9; 3.8; 4.3; 4.8; 8-

13. Å.  

(е) 

 

 

С-белок в агрегированной 

форме в 0.15 М глицин-

KOH (агрегация 24 часа) 

3.1; 3.7; 4.6 (по 

центру); 9-12 Å.  

 

В таблице 7 (строки б и г) приведены полученные нами дифракционные 

рефлексы агрегатов низкомолекулярной изоформы гладкомышечного титина, 

сформированных в 2-х растворах: 0.2 М KCl, 10 мМ имидазола, pH 7.0 (б) и 0.15 М 

глицин-KOH, pH 7.0 (г). Как видно, оба типа агрегатов титина имеют схожую 

дифракционную картину с основными рефлексами (~8-12 Å и ~4.8 Å). Агрегаты 

ГМТВМИ, сформированные в растворе, содержащем 0.15 М глицин-KOH, pH 7.0, 

имеют два кольцевых рефлекса (~8-12 Å и ~4.8 Å) (Табл. 7 д). В то же время агрегаты 

С-белка, сформированные в растворе, содержащем 0.15 М глицин-KOH, pH 7.0, 

имеют два размытых кольцевых рефлекса (~8-12 Å и размытый кольцевой рефлекс 

~4.6 Å по центру) (Табл. 7 е). Таким образом, полученные результаты позволяют 

сделать вывод о том, что агрегаты исследуемых белков имеют четвертичную кросс-

β структуру и являются амилоидными (Sunde, Blake, 1997; Serpell et al., 2000; Ivanova 

et al., 2004; Ramshini et al., 2011; Papanikolopoulou et al., 2005; Fowler et al., 2006).  
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В таблице 7 (строки а, в) приведены данные рентгеновской дифракции 

отдельно буферных растворов, использованных для агрегации ГМТ и С-белка. Как 

видно, компоненты буферного раствора (0.2 М KCl, 10 мМ имидазола, pH 7.0) тоже 

имеют рефлексы, из которых только 3.7 Å и 3.8 Å совпадают с рефлексами образца 

белка (Табл. 7 а, б). В буферном растворе глицина не было обнаружено рефлексов, 

а наблюдалась лишь область диффузии с центром ~3.7 Å (Табл. 7 в). Другие 

рефлексы (кроме 3.7-3.8 Å) на рентгенодифракционных картинах исследуемых 

белков и буферных растворов не совпадают. Область диффузии с центром ~3.7 Å в 

образце с буферным раствором, содержащим 0.15 М глицин-KOH вероятно может 

соответствовать расстоянию между Сα атомами в транс-конформации С–N связи 

самого глицина. Таким образом, наше предположение о том, что дополнительные 

рефлексы (помимо ~8-12 Å и ~4.8 Å) на рентгенодифракционных картинах титина 

являются следствием присутствия в образце примесей в виде кристаллов солей и 

других компонентов буферных растворов, не подтвердилось. Анализируя 

полученные результаты, стоит также отметить следующее. Известно, что рефлексы 

9.47, 4.76 и 2.38 Å могут быть первым, вторым и четвертым порядками рефлекса 9.47 

Å соответственно (Inouye et al., 1993). Рефлекс 2.4 Å, наблюдаемый на наших 

рентгенодифракционных картинах титина, может соответствовать четвертому 

порядку вышеуказанного рефлекса (Табл. 7 б, г). Также известно, что рефлекс 3.7 Å 

(Табл. 7 б, г, е) соответствует парафину, с помощью которого крепится образец 

(Selivanova et al., 2016).  

 

3.5.2. Особенность основных «амилоидных» рефлексов, полученных для 

агрегатов исследуемых белков  

 

Другое наше затруднение было связано с интерпретацией основных 

«амилоидных» рефлексов на дифракционной диаграмме агрегатов исследуемых 

белков. Сначала проанилизируем данные, полученные для низкомолекулярной 

изоформы гладкомышечного титина. Первый дифракционный рефлекс (4.8 Å) у 

обоих образцов ГМТНМИ располагался не по вертикали дифракционной картины 

(меридиональное направление), а по горизонтали (экваториальное направление) 

(Табл. 7 б, г). Исходя из этого, мы сделали предположение, что β-участки в агрегатах 
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ГМТНМИ располагаются не перпендикулярно оси фибриллы, как это описано для 

других амилоидных белков, а – параллельно. Второй рефлекс (~8-12 Å), 

характеризующий расстояние между β-листами, был диффузным и кольцевым 

(Табл. 7 б, г). Мы предполагаем, что расстояние между β-листами может 

варьировать, а сами β-листы не являются строго ориентированными по одной из 

осей. Здесь следует отметить, что подобное явление, когда один из рефлексов, 

описанных для кросс-β структуры, является кольцевым, а второй не является 

таковым, в литературе не встречалось. Полученные данные указывают на 

уникальность и сложность объекта нашего исследования – мультидоменных 

мышечных белков суперсемейства иммуноглобулинов.  

В случае с агрегатами ГМТВМИ и С-белка, оба амилоидных рефлекса являются 

кольцевыми (Табл. 7 д, е). Наличие кольцевых рефлексов 4.6-4.8 Å у агрегатов 

ГМТВМИ и С-белка предполагает, что β-участки ориентированы под разными углами 

относительно оси фибриллы. Несмотря на то, что среди множества исследователей 

распространена точка зрения о том, что аморфные агрегаты не могут быть 

амилоидными, полученные нами данные, говорят об обратном. Таким образом, 

полученные нами данные свидетельствуют, что гладкомышечный титин и 

скелетномышечный С-белок образуют амилоидные аморфные агрегаты с 

уникальной структурой.  

 

3.6. РАСЧЕТ ИДЕНТИЧНОСТИ АМИНОКИСЛОТНОЙ 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ МЕЖДУ ПАРАМИ ДОМЕНОВ И 

НЕСТРУКТУРИРОВАННЫХ УЧАСТКОВ ГМТ И С-БЕЛКА  

 

3.6.1. Расчет идентичности аминокислотной последовательности между 

парами доменов титина и С-белка  

 

Как известно, устойчивость или склонность белка к агрегации связана с 

первичной структурой (см. п. 1.3.1). Для выявления участков с большой 

идентичностью аминокислотной последовательности, которые, по известным 

данным, имеют повышенную склонность к агрегации (Borgia et al., 2015), мы 

рассчитали идентичность в аминокислотной последовательности между соседними 
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парами доменов титина и С-белка. Для расчетов были выбраны куриный титин 

(UniProtKB – A6BM71_CHICK) и два паралога С-белка скелетных мышц человека: 

(UniProtKB – Q00872_MYPC1_HUMAN) – «медленный» паралог и (UniProtKB – 

Q14324_MYPC2_HUMAN) «быстрый» паралог.  

 

Таблица 8. Идентичность аминокислотной последовательности. 

Белок 

Домен 1 

(из пары 

сравнен

ия) 

Число 

доменов 

в группе 

Средняя 

длина 

домена 

Домен 

2 

(из 

пары 

сравне

ния) 

(id) 

Средняя 

идентич

ность, 

% 

Sid 

стандар

тное кв 

отклоне

ние или 

разброс 

идентич

ности, 

% 

N0, 

количе

ство 

пар 

домен

ов с 

нулево

й 

иденти

чность

ю 

N, 

общее 

количес

тво пар 

доменов 

N

0/N*1

00% 

Титин 

(Курица) 

Ig 64 81.4 Ig 20% 11% 647 4032 16% 

Ig 64 81.4 FnIII 3% 4% 223 384 58% 

Ig 64 81.4 none 2% 6% 526 704 75% 

FnIII 6 84.3 FnIII 33% 7% 0 30 0% 

FnIII 6 84.3 none 2% 2% 43 66 65% 

none 11 104.2 none 3% 5% 59 110 54% 

С-белок, 

«медленны

й» паралог 

(Человек) 

Ig 7 90.1 Ig 13 10% 10 42 24 

Ig 7 90.1 FnIII 3 4% 11 21 52 

Ig 7 102.7 none 1 3% 10 14 71 

FnIII 3 102.7 FnIII 25 4% 0 6 0 

FnIII 3 88.5 none 4 6% 3 6 50 

none 2 96.7 none 0 0% 2 2 100 

Ig 7 96.7 Ig 14 9% 8 42 19 
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С-белок, 

«быстрый

» паралог 

(Человек) 

Ig 7 96.7 FnIII 2 4% 14 21 67 

Ig 7 96.3 none 3 5% 8 14 57 

FnIII 3 96.3 FnIII 26 1% 0 6 0 

FnIII 3 75 none 3 3% 3 6 50 

none 2 90.1 none 8 0% 0 2 0 

Идентичность рассчитана по формуле:  

Id = 2*Nid/(L1+L2)  

Nid – число идентичных остатков в выравнивании  

L – Число остатков в домене  

Аминокислотная последовательность доменов титина курицы взяты с сайта: UniProtKB – 

A6BM71_CHICK. Эта последовательность соответствует части молекулы титина, 

расположенной в I-зоне саркомера поперечно-полосатых мышц (Noguchi et. al., 2007). 

Полная последовательность для гладкомышечной изоформы титина или полноразмерного 

куриного скелетномышечного титина в литературе отсутствует. 

Аминокислотная последовательность доменов «медленного» паралога С-белка была взята 

с сайта http://www.uniprot.org/uniprot/Q00872  

Аминокислотная последовательность доменов «быстрого» паралога С-белка была взята с 

сайта http://www.uniprot.org/uniprot/Q14324  

Если между доменами было расстояние более 50 остатков, то создавался псевдодомен, 

обозначенный в таблице 8 как «none».  

 

Расчеты, проведенные для титина с помощью программы BLAST, показали, 

что средняя идентичность в аминокислотной последовательности между соседними 

FnIII-доменами не превышает 33±7%; между соседними Ig-доменами – 20±11%, что 

является относительно низким показателем (Табл. 8). Однако в двух случаях 

наблюдались домены с идентичностью выше 50%.  

Результаты идентичности аминокислотной последовательности между 

доменами, рассчитанные для двух паралогов С-белка, также представлены в таблице 

8. Как видно из таблицы, средняя идентичность между соседними доменами в обоих 

паралогах не превышает 26%, что также является относительно низким показателем. 

Максимальная идентичность, равная 30% зарегистрирована между доменами Fn1 и 

Fn2 для «медленного» паралога С-белка.   

http://www.uniprot.org/uniprot/Q00872
http://www.uniprot.org/uniprot/Q14324
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3.6.2. Расчет идентичности аминокислотной последовательности между 

парами доменов I-зоны N2B и N2BA-изоформ титина  

 

Вариации в идентичности аминокислотной последовательности доменов 

титина могут иметь значение в регулировании сложного механизма взаимодействия 

между доменами титина с разной идентичностью. И хотя в целом наши данные 

указывают на относительно низкий процент идентичности аминокислотной 

последовательности между парами доменов титина и С-белка, эти показатели на 

отдельных участках молекулы белка могут вносить вклад в регуляцию вязкоупругих 

свойств его молекулы. Мы провели дополнительно расчеты идентичности 

аминокислотной последовательности у Ig-доменов вариабельного участка I-зоны 

молекулы титина, имеющегося только у длинной N2BА-изоформы этого белка (Рис. 

39).  

С помощью программы BLAST нами обнаружено, что домены этого участка 

имеют более высокую идентичность аминокислотной последовательности (~32%, 

рассчитанной для 26 доменов) по сравнению с таковой (~23-25%, рассчитанной для 

30 доменов) у других доменов I-зоны N2B и N2BA-изоформ титина. Известны 

данные, полученные методом ДРС, что скорость агрегации доменов титина, 

имеющих более высокую идентичность аминокислотной последовательности, выше 

таковой у доменов, имеющих более низкую идентичность аминокислотной 

последовательности (Wrigh et al., 2005). 

До сих пор не существует точного представления о том, как укладывается этот 

гигантский белок в I-зоне саркомера поперечно-полосатых мышц. Однако, 

принимая во внимание данные по агрегации титина in vitro, а также наше 

предположение о возможном связывании in vivo близко расположенных доменов 

одной и той же или разных молекул титина, можно предположить, что в этом случае, 

домены вариабельного участка N2BA-изоформы будут иметь более высокую 

склонность к агрегации, чем другие домены. Подобные изменения приведут к 

увеличению жесткости агрегированного участка N2BA-изоформы титина, что 

может иметь значение в опосредованной регуляции актин-миозинового 

взаимодействия.  
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Рис 39. Схематическое изображение доменной структуры сердечных изоформ титина в I-

зоне саркомера. Последовательность доменной структуры титина представлена по базе 

данных UniProtKB – Q8WZ42 (TITIN_HUMAN). Обе изоформы содержат одинаковые 

последовательности: проксимальную (Ig10-Ig20) и дистальную (Ig80-95). N2BA-изоформа 

титина в отличие от более короткой и жесткой N2B-изоформы имеет более длинный 

средний участок, состоящий из иммуноглобулин-подобных доменов (Ig22-Ig79), большая 

часть из которых является вариабельным (по-разному сплайсируется у разных 

изовариантов N2BA) участком (Ig25-79). PEVK-последовательность в N2B-изоформе 

укорочена. В обеих изоформах есть уникальная N2-Bus последовательность, состоящая из 

трех иммуноглобулиновых доменов и уникальной последовательности, содержащей 572 

аминокислотных остатка (располагается после Ig22). В N2BA-изоформе присутствует 

также N2A-последовательность, состоящая из четырех иммуноглобулин-подобных 

доменов и участка уникальной последовательности, содержащей 106 аминокислотных 

остатков (располагается перед PEVK-участком); на схеме их локализация указана 

звездочками. Воспроизведено из работы (Yakupova et al., 2017), выполненной при участии 

автора диссертации. 

 

Вариации в идентичности аминокислотной последовательности доменов 

титина могут иметь значение в регулировании сложного механизма взаимодействия 

между доменами титина с разной идентичностью. И хотя в целом наши данные 
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указывают на относительно низкий процент идентичности аминокислотной 

последовательности между парами доменов титина и С-белка, данные показатели на 

отдельных участках молекулы белка могут вносить вклад в регуляцию вязкоупругих 

свойств его молекулы.  

В дополнении мы подсчитали количество амилоидогенных сегментов в 

случайно выбранных доменах фрагмента титина курицы, предсказанное с помощью 

программы FoldAmyloid (три Ig-подобных и три FnIII-подобных). В каждом из 

подсчитанных доменов есть как минимум два амилоидогенных сегмента. Ig-

подобный (I10) домен имеет пять таких сегментов. Эти данные также 

свидетельствуют о высокой потенциальной склонности титина к амилоидной 

агрегации, присущей его доменам.  

 

3.6.3. Расчет неупорядоченных участков в молекуле титина и С-белка 

 

По данным КД и ИК-Фурье спектроскопии содержание неупорядоченных 

участков у С-белка и ГМТ составляет более 50%. Мы воспользовались 

математическим подходом прогнозирования неупорядоченных участков, чтобы 

оценить распределение неупорядоченных областей на отдельных участках 

молекулы белка. Наличие неупорядоченной структуры у ГМТ было выявлено при 

анализе аминокислотной последовательности UniProtKB – A6BM71_CHICK с 

помощью специализированной математической программы IsUnstruct (Lobanov et 

al., 2013; Lobanov, Galzitskaya, 2011).  

На рисунке 40 показана схема доменной структуры фрагмента титина курицы 

и профили вероятности наличия неупорядоченных участков в белке. Средняя 

неупорядоченность для фрагмента титина PRK12323 составила 90%.  

Для Ig-подобных доменов в среднем также было предсказано 90% 

неупорядоченности, в то время как для FnIII-подобных доменов было предсказано 

30% неупорядоченности. Кроме того, у участков белка, обозначенных как «none», 

было предсказано в среднем 55% неупорядоченности. 
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Рис. 40. Схема последовательности доменов титина курицы, совмещенная с графиками 

прогнозирования неупорядоченной структуры, рассчитанной с помощью программы 

IsUnstruct (Lobanov et al., 2013). Вероятность ≥0.5 означает неупорядоченную структуру. 

Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2023), выполненной при участии автора 

диссертации. 

 

На рисунке 41 показана схема доменной структуры C-белка и профили 

вероятности наличия неупорядоченных участков в белке. В целом, результаты для 

обоих паралогов C-белка аналогичны. Большинство неупорядоченных участков 

находятся в PA- и M-доменах, которые ближе к N-концу молекулы. Другие 

неупорядоченные участки находятся в С5 Ig-подобном и С6–С7 FnIII-подобных 

доменах C-белка, а также в С5 Ig-подобном и С6 FnIII-подобных доменах этого 

белка.  

Анализируя полученные данные, можно сделать основный вывод, что 

достаточно большой процент в молекулах исследуемых белков, особенно титина, 

предсказывается как неупорядоченная структура. В целом, неструктурированные 

области равномерно распределены вдоль всей молекулы исследуемых белков. Это, 

скорее всего, является определённым компонентом стабильности и, по-видимому, 

играет определённую роль в формировании амилоидных агрегатов с описанными 

нами структурными особенностями.  
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Рис. 41. Схема последовательностей доменов С-белка человека, совмещенная с графиками 

прогнозирования неупорядоченной структуры, рассчитанной с помощью программы 

IsUnstruct (Lobanov et al., 2013). Вероятность ≥0.5 означает неупорядоченную структуру. 

Большинство неупорядоченных участков находятся в PA- и M-доменах, которые ближе к 

N-концу молекулы. Оба белка также имеют область с неупорядоченными участками 

аминокислотной последовательности (аминокислотные остатки 550–770, в центральной 

части молекулы) в области С5 Ig и С6–С7 FnIII доменов. Воспроизведено из работы 

(Bobyleva et al., 2021), выполненной при участии автора диссертации.  

 

3.7. ИССЛЕДОВАНИЕ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ АМИЛОИДНЫХ 

АГРЕГАТОВ ГМТ И С-БЕЛКА НА КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК  

 

3.7.1. Изучение цитотоксического действия амилоидных агрегатов  

ГМТ и С-белка 

 

Накопление белковых отложений в виде амилоидных фибрилл, как правило, 

связывают с тяжелой клеточной дегенерацией в местах данных отложений. При этом 

точный механизм патогенеза амилоидозов не ясен. Главный вопрос состоит в том, 

являются ли амилоиды причиной клеточной дегенерации или же просто 

представляют собой видимые побочные продукты процесса разрушения клеток. Тем 

не менее, установлено, что явления неправильного сворачивания/агрегации белка и 
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клеточной дегенерации взаимосвязаны. В настоящее время предлагается несколько 

возможных механизмов цитотоксичности, связанной с белковыми отложениями 

(Uversky, 2010). И наиболее токсичными для клеток являются олигомеры. Подробно 

о механизмах токсичности на клетки и организм животных и человека написано 

выше в п.2.3. Известно, что наиболее токсическое действие на клетки оказывают 

олигомеры. Поскольку, исследуемые нами мышечные белки являются 

амилоидными, была поставлена задача выяснить токсический эффект амилоидных 

агрегатов ГМТ и С-белка на клетки организма. Отдельный интерес представляло 

исследование цитотоксичности стабильных олигомеров, которые образовывал С-

белок. 

Для исследования цитотоксичности была выбрана культура гладкомышечных 

клеток. В качестве контроля был выбран фибриллярный актин. 

 

Рис. 42. Исследование цитотоксичности агрегатов ГМТ и С-белка на ГМК аорты крысы. А 

– Токсическое действие амилоидных агрегатов ГМТНМИ, IC50 =70 мкг/мл; Б – Токсическое 

действие амилоидных агрегатов ГМТВМИ, IC50 =70 мкг/мл; В – Влияние агрегатов C-белка 

(красная линия) и олигомеров C-белка (черная линия). Время инкубации 72 ч. Ф-актин 

использовали в качестве контроля. Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2016; Bobylev et al., 

2021; Bobyleva et al., 2021), выполненных при участии автора диссертации.  

 

На рисунке 42 представлены данные о цитотоксическом действии агрегатов 

ГМТ и С-белка на культуру гладкомышечных клеток через 72 ч. Стоит отметить, что 

в течение 72 часов никаких негативных эффектов не наблюдалось. Через 72 часа 

наблюдался токсический эффект у агрегатов ГМТ (Рис. 42 А, Б). Выживаемость 50% 

клеток (IC50) в присутствии агрегатов обоих изоформ ГМТ наблюдалась при 

концентрации белка 70 мкг/мл. Гибели клеток в присутствии агрегатов при более 
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низких концентрациях не наблюдалось. Вопреки ожиданиям, гибель клеток не 

наблюдалось в присутствии как агрегатов, так и олигомеров С-белка (Рис. 42 В).  

Таким образом, агрегаты ГМТ оказали токсическое действие на 

гладкомышечные клетки в отличие от агрегатов и олигомеров С-белка. Важно 

отметить, что гибель клеток наблюдалось только через 72 часа после добавления 

агрегатов ГМТ в клеточную культуру. Поэтому следующая задача заключалась в 

выяснении механизма токсического действия агрегатов ГМТ на клетки.  

 

3.7.2. Изучение влияния амилоидных агрегатов ГМТ на актиновый 

цитоскелет гладкомышечных клеток  

 

Поскольку ГМТ является одним из основных белков гладкомышечной ткани, 

мы провели исследования влияния амилоидных агрегатов этого белка на 

гладкомышечные клетки. Влияние агрегатов ГМТ на актиновый цитоскелет 

гладкомышечных клеток аорты крысы изучали методом конфокальной 

микроскопии. Через 48 часов присутствия амилоидных агрегатов двух изоформ ГМТ 

в культуре ГМК наблюдалась дезорганизация актинового цитоскелета (Рис. 43 В-Е). 

Также наблюдались следующие морфологические изменения клеток: появление 

филоподий, стрессовых волокон и ламеллоподий. Данные морфологические 

изменения в первую очередь указывают на нарушение адгезии клеток в присутствии 

агрегатов ГМТ.  

При добавлении к культуре клеток неамилоидного Ф-актина нарушений 

актинового цитоскелета, а также появления ламеллоподий и филоподий не 

наблюдалось (Рис. 43 А, Б). Выявленные морфологические изменения указывают на 

возможное нарушение агрегатами титина клеточной адгезии (Parsons et al., 2010; 

Shemesh et al., 2009; Hotulainen, Lappalainen, 2006). 

Таким образом, нарушение адгезии ГМК при добавлении к ним агрегатов 

гладкомышечного титина указывало на негативный эффект амилоидных агрегатов 

этого белка. Однако механизм подобного негативного влияния агрегатов титина на 

адгезию клеток оставался не ясным, что требовало дополнительных исследований. 

Прежде всего необходимо было найти ответ на вопрос, как добавление к 
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распластанным в культуре клеткам белковых агрегатов может приводить к 

нарушению взаимодействия клеток с поверхностью, на которой они закреплены? 

 

Рис. 43. Конфокальная микроскопия клеток аорты крысы, окрашенных флуоресцентным 

красителем Phalloidin-Atto 488 для визуализации актинового цитоскелета (зеленый цвет) и 

Hoechst 33342 (синий цвет) для визуализации ядер клеток. А, Б – гладкомышечные клетки 
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в присутствии Ф-актина (контроль); В, Г – гладкомышечные клетки в присутствии 

амилоидных агрегатов ГМТНМИ, время инкубации 48 ч; Д, Е – гладкомышечные клетки в 

присутствии амилоидных агрегатов ГМИВМИ, время инкубации 48 ч. Стрелками показаны 

стрессовые волокна, внутри круга показаны филоподии, внутри квадратов – ламеллоподии. 

Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2016; Bobylev et al., 2021), выполненных при 

участии автора диссертации.  

 

При проведении дополнительных исследований визуально было обнаружено, 

что амилоидные агрегаты ГМТ из-за больших размеров осаждаются на дно и 

формируют окружение вокруг клеток. Это хорошо было видно на другой 

исследуемой культуре клеток – пульпы зуба человека (Рис. 44 Б, В). Таким образом, 

мы предположили, что нарушение адгезии клеток было следствием взаимодействия 

агрегатов белка непосредственно с клеточной мембраной.  

 

Рис. 44. Световая микроскопия МСК ПЗЧ (мезенхимально-стромальная культура пульпы 

зуба человека) в отсутствии агрегатов ГМТ – контроль (А), в присутствии амилоидных 

агрегатов ГМТНМИ (Б), и в присутствии амилоидных агрегатов ГМТВМИ (В). Наблюдаются 

амилоидные агрегаты, которые локализованы вокруг клеток (Б, В). Изображения получены 

совместно с сотрудниками Лаборатории фармакологической регуляции и клеточной 

резистентности ИТЭБ РАН.  

 

3.7.3. Изучение влияния поверхности, покрытой амилоидными 

агрегатами ГМТ, на адгезию фибробластов  

 

Учитывая, что агрегаты титина, имеют большие размеры (от 5-10 мкм и более), 

мы предположили, что основной причиной нарушения адгезии и гибели клеток 

может быть непосредственное взаимодействие агрегатов этого белка с белками 

мембраны клеток. Более того, агрегаты белка могли прилипать к поверхности лунок 
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планшета и, тем самым, мешать миграции и адгезии клеток. Клетка, находящаяся на 

поверхности агрегатов ГМТ, вероятно, не могла прикрепиться, в результате чего мы 

могли наблюдать морфологические изменения, описанные выше.  

Для проверки высказанного предположения мы провели прямое исследование 

возможности клеток закрепляться и расти непосредственно на поверхности 

амилоидных агрегатов ГМТ. Для этого на ½ поверхности предметных стекол был 

нанесен равномерным слоем агрегированный ГМТ. Схема эксперимента 

представлена на рисунке 45.  

 

Рис. 45. Рост фибробластов на поверхности, покрытой амилоидными агрегатами ГМТВМИ. 

Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2021), выполненной при участии автора 

диссертации. 

 

В качестве культуры были выбраны культура фибробластов человека. Клетки 

высаживались непосредственно на поверхность покровного стекла, как покрытую 

амилоидными агрегатами ГМТ (опыт), так и в отсутствии агрегатов (контроль). 

Фибробласты являются наиболее многочисленными клетками в различных тканях 

организма. Они играют важную роль в ангиогенезе и регенерации тканей (Wang et 

al., 2012; Guerreiro et al., 2012; Guan et al., 2009). Фибробласты секретируют 

различные факторы роста и ангиогенные факторы, например, фибронектин, 

трансформирующий фактор роста (TGF-β1), основной фактор роста фибробластов 

(bFGF), коллаген I и III, фактор роста соединительной ткани и т.д. И эта особенность 

делает фибробласты ключевыми игроками в контроле внеклеточной среды, а также 

регуляции поведения соседних клеток и их реакции на окружающую среду. 



177 

 

 

Мы наблюдали достоверное уменьшение числа фибробластов через 48 и 72 ч 

роста на поверхности, покрытой амилоидными агрегатами ГМТВМИ, по сравнению с 

контролем (Рис. 46). Кроме того, как и в случае с гладкомышечными клетками у 

фибробластов наблюдали частичную или полную дезорганизацию актинового 

цитоскелета. Фибробласты, растущие на поверхности, покрытой амилоидными 

агрегатами ГМТВМИ, характеризовались морфологическими изменениями в виде 

наличия филоподий, а также большого количества стрессовых волокон и 

ламеллоподий, что свидетельствует об усилении миграции клеток. Эти результаты, 

в свою очередь, свидетельствуют о нарушении клеточной адгезии и, как следствие, 

снижении скорости роста клеток.  

 

Рис. 46. Конфокальная микроскопия культуры фибробластов кожи человека, окрашенных 

флуоресцентным красителем Phalloidin-Atto 488 для визуализации актинового цитоскелета 

(зеленый цвет) и Hoechst 33342 (синий цвет) для визуализации ядер клеток. А – 

фибробласты (контроль), растущие на поверхности стекла; Б и В – рост фибробластов на 

поверхности покровного стекла, покрытого амилоидными агрегатами ГМТВМИ (Б – 48 ч 

инкубации; В – 72 ч инкубация). Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2021), 

выполненной при участии автора диссертации.  

 

Таким образом, мы показали, что ни агрегаты С-белка, ни его олигомеры не 

оказывают цитотоксического действия в диапазоне исследуемых концентраций, в то 

время как амилоидные агрегаты обеих изоформ ГМТВМИ нарушают адгезию клеток, 

в результате чего наблюдается их гибель по истечении 72 часов.  

Полученные результаты указывают, на то, что агрегаты ГМТ формируют на 

поверхности наноструктуру, которая может препятствовать адгезии клеток.   
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3.7.4. Изучение морфологии и наноструктуры поверхностей, покрытых 

амилоидными агрегатами ГМТ, методом АСМ  

 

Для выяснения причин нарушения клеточной адгезии было проведено 

исследование влияния рельефа поверхности, покрытой амилоидными агрегатами 

ГМТ, на адгезию фибробластов. Сначала была сформирована плёнка на поверхности 

покровного стекла, состоящая из амилоидных агрегатов ГМТВМИ. Рельеф 

поверхности полученной плёнки был проанализирован с помощью АСМ. На 

рисунке 47 представлены АСМ изображения, на которых виден рельеф поверхности 

покровных стекол с нанесенными амилоидными агрегатами ГМТ. В качестве 

контроля использовали неагрегированную форму белка (Рис. 47 А). В отличие от 

агрегатов, неагрегированная форма белка наносилась на поверхность слюды. АСМ-

изображения контрольных образцов показали наличие как отдельных молекул 

белка, так и олигомеров (Рис. 47 А).  

На рисунке 47 (Б) и 46 (В) представлены 2-D и 3-D изображения, полученные с 

помощью АСМ, которые показывают морфологию и наноструктуру поверхности 

амилоидных агрегатов ГМТВМИ. На рисунке представлены выборочные сектора, 

демонстрирующие области с наименьшей и наибольшей шероховатостью 

поверхности, встречаемые при множестве сканированных областей. Шероховатость 

определяли путем вычисления среднеквадратичного параметра шероховатости 

(RMS). Рассчитанные значения шероховатости поверхности варьировали от 2.7 нм 

до 4.9 нм в зависимости от масштаба сканирования, что значительно больше по 

сравнению с контрольными покровными стеклами без белкового покрытия 

(значения RMS менее 1 нм). Полученные значения шероховатости поверхности 

сопоставимы и даже превышают значения RMS искусственных антиадгезивных 

покрытий, описанных в литературе (Dang et al., 2015). 

Полученные результаты указывают, на то, что агрегаты ГМТ формируют на 

поверхности наноструктуру, которая может препятствовать адгезии клеток. Данный 

механизм антиадгезивного действия амилоидных агрегатов описан впервые. 

 



179 

 

 

  

 

Рис. 47. АСМ изображения неагрегированной формы ГМТВМИ и его агрегаты, нанесённые 

на поверхность покровного стекла. А – 2D и 3D изображения ГМТВМИ в растворе, 

содержащем 0.6 М КСl, 30 мМ KH2PO4, 1 мМ ДТТ, 0.1 М NaN3, рН 7.0; Б, В – 2D и 3D 

изображения и графики сечения 10 мкм2 и 0.78 мкм2 поверхностей, покрытых 

амилоидными агрегатами ГМТВМИ. Среднеквадратическая шероховатость (RMS) 

составила: 4.9 нм для изображения с масштабом 10 мкм, (Б); 2.7 нм для изображения с 

масштабом 0.5 мкм (В). Воспроизведено из работы (Bobylev et al., 2021), выполненной при 

участии автора диссертации.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  

 

4.1. ОСОБЕННОСТИ ДИНАМИКИ АГРЕГАЦИИ, МОРФОЛОГИИ И 

СТРУКТУРЫ АГРЕГАТОВ ГМТ И С-БЕЛКА  

 

По нашим результатам из мышечной ткани желудка курицы были выделены 2 

изоформы гладкомышечного титина (ГМТ) с молекулярной массой ~500 кДа 

(ГМТНМИ) и ~1500 кДа (ГМТВМИ) (Рис. 9). В свою очередь из скелетных мышц 

кролика был получен «быстрый» паралог С-белка с м.м. ~134 кДа (Рис. 8).  

Методом ДРС было обнаружено, что при снижении ионной силы 

гладкомышечный титин и С-белок образовывали крупные агрегаты в течение 

относительно коротких интервалов времени: в течение первых 5 минут – при 

агрегации С-белка (Рис. 12 А), в течение 20 минут – при агрегации ГМТВМИ (Рис. 11 

Б), в течение 3 часов – при агрегации ГМТНМИ (Рис 10 Б). Скорость агрегации 

исследуемых мышечных белков была намного выше, чем у большинства известных 

амилоидных белков. Например, зрелые фибриллы Гелсолина (AGel) образуются 

через 48 часов (Arya et al., 2014), транстиретина (TTRwt) – от 3 суток до недели и 

более (Ferreira et al., 2021), Aβ-пептида (1-40) – через 24-48 часов (Kalita et al., 2022). 

И, что особенно важно, в динамике агрегации гладкомышечного титина и С-белка 

отсутствует так называемый «лаг-период». Одной из возможных причин отсутствия 

«лаг-периода» является присутствие в белковых препаратах титина и С-белка 

олигомеров (Рис. 10 Б, Рис. 11 Б, Рис. 29), которые, как известно, могут служить 

затравкой для быстрой инициации процесса агрегации (Kumar, Walter, 2011). В 

таком случае процесс агрегации сразу начинается с фазы элонгации/фазы роста, 

минуя фазу так называемого «лаг-периода»/задержки, что было показано, например, 

при агрегации Aβ-пептида (Kumar, Walter, 2011). В наших экспериментах отсутствие 

«лаг-периода» при агрегации титина и С-белка подтверждается как данными ДРС 

(см. п. 5.2), так и данными, полученными методами АСМ, ПЭМ (см. описание в 

Главе 7). 

Таким образом, первой особенностью исследуемых нами мышечных белков 

суперсемейства иммуноглобулинов является их высокая скорость агрегации.  
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Следующей особенностью агрегации исследуемых нами мышечных белков 

является способность их амилоидных агрегатов дезагрегировать при увеличении 

ионной силы раствора. В частности, способность к обратимой агрегации была 

обнаружена у агрегатов ГМТВМИ, сформированных в растворе, содержащем 0.15 М 

глицин–КОН при рН 7.0 (Рис. 11 В), а также у агрегатов ГМТНМИ, сформированных 

в растворе, содержащем 200 мM KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0 (Рис. 34 А). Из 

литературных данных известно, что образование патологических амилоидных 

структур не является обратимым процессом (Mukherjee et al., 2015; Stefani, Dobson, 

2003). Однако обратимая агрегация была показана для некоторых функциональных 

амилоидных агрегатов, например, для агрегатов амилоидных телец (А-телец), 

которые образуются в ответ на стресс окружающей среды в клетках человека 

(Lacroix et al., 2021), а также для других функциональных амилоидных агрегатов 

(Woodruff et al., 2018; Cereghetti et al., 2018). Принято считать, что для 

функциональных амилоидных агрегатов в процессе эволюции сформированы 

механизмы, регулирующие процессы сборки и разборки амилоидов. Однако эти 

механизмы остаются неизвестными.  

Опираясь на полученные данные, и, в том числе, данные олигомеризации ГМТ 

можно предположить, что высокая скорость агрегации титина и С-белка, а также 

обратимость их амилоидной агрегации могут указывать на функциональную роль 

возможной агрегации этих белков in vivo.  

Одним из возможных объяснений высокой скорости и обратимости агрегации 

исследуемых нами мультидоменных мышечных белков является то, что не вся 

молекула титина или С-белка, а только отдельные части их молекул участвуют в 

формировании амилоидных связей. То есть, межмолекулярная связь возникает 

только между отдельными участками молекул исследуемых белков в то время, как 

бóльшая часть молекулы титина или С-белка сохраняет свою нативную структуру и 

в формировании межмолекулярных связей не участвует. Этому есть косвенные и 

прямые доказательства. Среди них: нативные нити (участки молекул) титина между 

агрегатами этого белка на электронно-микроскопических снимках (Рис. 15 В), а 

также отсутствие изменений во вторичной структуре при формировании аморфных 

амилоидных агрегатов. Мы считаем, что межмолекулярная связь может возникать 

между отдельными частично-раскрытыми домена исследуемых мультидоменных 
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мышечных белков. Более детально образование амилоидной межмолекулярной 

связи в агрегатах титина и С-белка можно рассмотреть, обратившись к олигомерам 

данных белков.  

Итак, оба белка формируют олигомеры in vitro. Олигомеры гладкомышечного 

титина наблюдались нами на начальной стадии агрегации и, скорее всего, 

участвовали в формировании более крупных его агрегатов, а также ускоряли 

скорость агрегации. Полученные данные указывают на то, что крупные агрегаты 

титина состоят из олигомеров. Подробнее об этом описано в главе 7. Особо стоит 

отметить, что амилоидная структура обнаружена у агрегатов ГМТВМИ, 

сформированных в течение 1 часа (Рис. 20 В, Рис. 21 Б).  

Можно сделать предположение, что при агрегации титина и С-белка 

межмолекулярные связи с последующим образованием кросс-β структуры могут 

возникнуть между отдельными молекулами этих белков уже внутри олигомера (Рис. 

48, показано на примере титина, см. ниже). В поддержку того, что подобный 

механизм амилоидной агрегации исследованных нами мышечных белков имеет 

место быть, можно привести данные о частичном анфолдинге доменов титина, не 

требующем затрат энергии (Rivas-Pardo et al., 2016; Eckels et al., 2019). В поддержку 

сделанного предположения также можно привести наши данные, полученные 

методом СМУРР, для двух морфологически различающихся типов агрегатов 

ГМТНМИ (Рис. 38). Наши данные, свидетельствующие об отсутствии различий в 

структуре частиц, входящих в состав агрегатов титина, сформированных в разных 

условиях, свидетельствуют о том, что в основе обоих типов агрегатов этого белка 

лежат структуры с одинаковой укладкой полипептидных цепей. На основании 

имеющихся данных можно сделать предположение, что в основе формирования 

обоих типов агрегатов титина лежат стабильные надмолекулярные структуры с 

определенной укладкой, но которые имеют четвертичную кросс-β-структуру. 

Подобные надмолекулярные структуры, по всей вероятности, лежат в основе 

агрегации и С-белка. Об этом свидетельствуют данные АСМ, на которых можно 

наблюдать, что более крупные структуры состоят из отдельных частиц, 

предположительно олигомеров (Рис. 29 А). Однако доказательства образования 

межмолекулярной «амилоидной» связи как в литературе, так и по нашим данным, 

получены именно для титина. Это связано в первую очередь с большими размерами 
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данного белка, что позволило нам визуально оценить взаимодействие молекул белка 

в процессе агрегации. Также, большие размеры белка практически исключают его 

полный или значительный анфолдинг, вследствие чего частичная агрегация белка 

становится единственно верным исходом, объясняющим наличие амилоидной 

структуры при отсутствии изменений во вторичной структуре. Полученные нами 

результаты по агрегации ГМТ позволяют предположить, что при снижении ионной 

силы на начальной стадии агрегации происходит образование межмолекулярной 

связи по типу амилоидной между частично открытыми доменами белка рядом 

расположенных молекул в олигомере, как это показано на рисунке 48 (Б).  

 

Рис. 48. А – АСМ олигомера ГМТВМИ. Внутри белого круга показаны отдельно лежащие 

молекулы титина, которые расположены близко друг к другу. Белыми стрелками отмечены 

участки молекул белка, которые наиболее близко прилегают друг к другу. Важно отметить, 

олигомеры находятся в растворе с высокой ионной силой (0.6 М KCl). Б – Схематичное 

представление формирования межмолекулярных связей между частично развернутыми 

доменами двух расположенных рядом молекул белка. На схеме частичный анфолдинг 

представлен для среднего домена. Внутри белого круга схематично показана вероятная 

структура, напоминающая кросс-β, которая возможна для агрегатов ГМТ. Схема 

представлена на примере трех доменов титина (двух иммуноглобулин-подобных и одного 

фибронектин III-подобного), расположенных в А-диске саркомера. Источник: 

https://www.uniprot.org/uniprot/Q8WZ42. Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 

2023(b)), выполненной при участии автора диссертации.   
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Высказанное нами предположение подтверждается литературными данными 

об образовании in vitro амилоидоподобных структур между двумя отдельными 

доменами титина (Borgia et al., 2015). Согласно полученным нами и имеющимся в 

литературе данным (Lu et al., 1998) на примере титина показан частичный анфолдинг 

доменов, с последующим формированием амилоидной структуры в агрегатах этого 

белка.  

Подводя итог вышеизложенному, учитывая полученные нами данные и данные 

имеющиеся в литературе, можно сделать предположение, что формирование 

амилоидных структур вероятно происходит на этапе олигомеризации титина и С-

белка. Учитывая близкое расположение молекул титина в I-зоне саркомера 

поперечно-полосатых мышц, а также взаимодействие титина с С-белком в А-зоне, 

нельзя исключить формирование амилоидо-подобных структур в мышце in vivo.  

Стоит обсудить другую особенность амилоидной агрегации гладкомышечного 

титина и С-белка – это формирование этими белками аморфных, а не фибриллярных 

амилоидных агрегатов. Предложенный выше механизм «частичной амилоидной 

агрегации» титина и скелетномышечного С-белка, когда межмолекулярные связи 

возникают только между отдельными участками молекул этих белков, вполне 

объясняет невозможность формирования высокоупорядоченных амилоидных 

фибрилл. До сих пор многие исследователи считают, что амилоидными могут быть 

только высокоупорядоченные фибриллы, а не аморфные агрегаты, которые 

являются продуктом неправильного сворачивания белка «вне пути» (Adamcik, 

Mezzenga, 2018). Однако в литературе есть данные о том, что некоторые белки, так 

же как титин и С-белок, тоже формируют амилоидные аморфные агрегаты. И можно 

обнаружить морфологическое сходство между аморфными агрегатами 

гладкомышечного титина и С-белка и агрегатами других белков. В научной 

литературе известно о как минимум семи белках (куриный лизоцим, бычий инсулин, 

человеческий транстиретин, человеческий α-синуклеин, бычий сывороточный 

альбумин, миоглобин сердца лошади, а также β-лактоглобулин) (Donato et al., 2011; 

Khan et al., 2022; Pal et al., 2020), образующих сферические аморфные агрегаты с 

подтвержденной амилоидной природой (Surroca et al., 2002); агрегаты, подобные 

тем, что формируют исследованные нами мышечные белки. Т.о., полученные нами 
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результаты и литературные данные свидетельствуют о том, что образование 

морфологически сходных белковых аморфных агрегатов вполне возможно, и что эта 

сборка не зависит от аминокислотной последовательности белков (de Jongh et al., 

2001; Krebs et al., 2005).  

В работах, посвященных исследованию агрегации β-лактоглобулина, авторы 

приходят к выводу о существовании стабильных β-структур различной 

регулярности, лежащих в основе формирования агрегатов различной морфологии 

этого белка. В зависимости от условий агрегации меняется их морфология – от 

высокоупорядоченных амилоидных фибрилл с высоким суммарным зарядом до 

коротких амилоидных фибрилл и аморфных агрегатов (сферических частиц с 

низким общим зарядом) (Krebs et al., 2009(b)). Высокоупорядоченные амилоидные 

фибриллы β-лактоглобулина формируются при значениях рН отличных от 

изоэлектрической точки (Blake, Serpell, 1996; Nelson et al., 2005), тогда как при 

значениях рН близких к изоэлектрической точке этого белка, он образует 

сферические агрегаты (Langton, Hermansson, 1992; Bromley et al., 2006). 

Предполагается, что при формировании сферических агрегатов β-лактоглобулина 

происходит частичное разворачивание молекулы белка (Bauer et al., 2000; Ikeda, 

Nishinari, 2001; Alting et al., 2002; Roefs et al., 1994; Visschers, de Jongh, 2005). 

Аналогичное предположение высказываем и мы, проведя комплексное 

исследование процесса агрегации титина и С-белка.  

Обсуждая морфологическое сходство и особенности агрегации исследуемых 

нами белков, а также других белков, необходимо обратить внимание на следующее. 

В наших исследованиях мы показали, что агрегаты ГМТНМИ, сформированные в 

течение 24 часов, по данным АСМ представляли собой разветвленные цепи, 

состоящие из сферических частиц диаметром ~300-500 нм и высотой до 35-40 нм, и 

расположенных по всему полю зрения (Рис. 14 Б). Из литературных данных 

известно, что подобные ветвящиеся структуры обнаружены у белка Pmel17, который 

формирует функциональные амилоиды (Dogra et al., 2017). Авторы, изучая 

полиморфизм домена (RPT) белка Pmel17, обнаружили, что для данного домена 

возможно два различных пути агрегации. В диапазоне рН 4.5-6.0 агрегация этого 

белка протекает по типичному механизму, зависящему от зародышеобразования, 

что приводит к образованию высокоупорядоченных богатых β-складчатостью 
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нитевидных фибрилл. Наоборот, при рН <4.5 агрегация происходит посредством 

быстрого процесса полимеризации, независимого от зародышеобразования, 

который дает дендритные (ветвящиеся) аморфные агрегаты. Наблюдается 

поразительное морфологическое сходство между этими агрегатами, 

сформированными из фрагмента функционального амилоидного белка Pmel17, и 

агрегатами, сформированными ГМТНМИ (Рис. 14 Б). Эти данные позволяют говорить 

о схожих механизмах агрегации этих двух белков, из которых Pmel17 формирует 

функциональные амилоиды.  

Итак, по нашим данным гладкомышечный титин и скелетномышечный С-белок 

формируют только аморфные амилоидные агрегаты. Следует отметить, что 

подобное свойство характерно и для отдельных доменов этих белков. Исследования, 

проведенные для Ig-подобного I27 домена титина, показали, что данный домен 

формирует in vitro амилоидные аморфные агрегаты (Borgia et al., 2013). Причем, как 

утверждают авторы работы, агрегаты данного домена титина остаются аморфными 

в течение длительного времени и не проявляют никаких признаков перестройки в 

зрелые фибриллы даже через четыре месяца инкубации (Borgia et al., 2013). Причина 

того, почему происходит образование аморфных агрегатов, а не линейных фибрилл 

в процессе агрегации исследованных белков частично обяснено наличием ядер 

вторичной нуклеации (Bobylev et al., 2016).  

Для анализа размера ядер нуклеации амилоидных агрегатов, образованных 

гладкомышечным титином и С-белком, был использован теоретический подход, 

описанный в работе (Dovidchenko et al., 2014). Расчеты проводились с 

использованием данных агрегационной кинетики для 27-го Ig-подобного домена 

титина (I27) (Wright et al., 2005) и кинетических данных сборки актиновых 

филаментов (Sept, McCammon, 2001). Актин был выбран в качестве контроля, 

поскольку он формирует агрегаты в виде фибрилл, не имеющие амилоидной 

природы. Для I27 домена титина было показано наличие ядер вторичной нуклеации. 

Размер ядра первичной нуклеации для этого домена составил 2.4 ± 0.5 (Рис. 49) и он 

был больше, чем размер ядра вторичной нуклеации (1.5±0.4, Рис 49). Эти данные 

означают, что агрегация как отдельного домена, так и, возможно, всего белка титина 

может идти не по линейному механизму, как это происходит в случае сборки 

неамилоидных фибрилл актина (Sept, McCammon, 2001), а по другому механизму, 
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где имеется сценарий ветвления с образованием ядер вторичной нуклеации на 

поверхности фибрилл.  

 

Рис. 49. Расчеты размеров ядер нуклеации агрегатов 27-го Ig-подобного домена титина (А, 

Б, В) и актиновых фибрилл (Г, Д, Е). А – Нормированная зависимость интенсивности 

флуоресценции TT от времени для 27-го Ig-подобного домена титина (Wright et al., 2005); 

Б – Зависимость log Т2 от log [MΣ] для 27-го Ig-подобного домена титина, использованная 

для расчета размера ядра вторичной нуклеации. Коэффициент угла наклона 

аппроксимирующей линии ≈ –1.26, что, согласно формулам из работы (Dovidchenko et al., 

2014), означает, что размер ядра вторичной нуклеации n2 = 1.5±0.4; В – Зависимость Lrel от 

log [MΣ] для 27-го Ig-подобного домена титина. Коэффициент угла наклона 

аппроксимирующей линии –0.1, что означает наличие зависимости Lrel от log [MΣ]. Часть 

значений Lrel больше 0.2, согласно (Dovidchenko et al., 2014), такое поведение зависимостей 

не может быть объяснено в рамках модели линейного роста. Размер ядра первичной 

нуклеации может быть вычислен через размер ядра вторичной нуклеации и коэффициент 

угла наклона прямой и равен 2.4±0.5; Г – Нормированная зависимость интенсивности 

флуоресценции TT от времени для актина (Sept, McCammon, 2001); Д –Зависимость log Т2 

от log [MΣ]; Е – Зависимость Lrel от log [MΣ]. Коэффициент угла наклона аппроксимирующей 

линии – 0.01, то есть Lrel не зависит log [MΣ]. Так же все значения Lrel меньше 0.2, что, 

согласно моделям образования фибриллярных агрегатов, означает, что образование 

актиновых фибрилл идет путем линейного роста, согласно (Dovidchenko et al., 2014). Размер 
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ядра первичной нуклеации может быть вычислен на основе величины коэффициента угла 

наклона аппроксимирующей линии и равен n =3.4±0.5. Воспроизведено из работы (Bobylev 

et al., 2016), выполненной при участии автора диссертации.  

 

Таким образом, проведенные расчеты для I27 домена титина объясняют 

образование аморфных агрегатов на уровне кинетики образования агрегатов. 

Отдельные моменты, учитывающие особенности структуры амилоидных 

агрегатов гладкомышечного титина и скелетномышечного С-белка, следует 

обсудить, обратившись к данным рентгеновской дифракции (Табл. 7). Как уже было 

описано ранее, амилоидная четвертичная кросс-β структура характеризуется на 

рентгенограммах двумя расстояниями (рефлексами): расстоянием ~4.7 Å, и 10-11 Å 

(Рис 50 А).  

 

Рис. 50. Исследование амилоидной кросс-β структуры методом рассеяния рентгеновских 

лучей на частично ориентированных препаратах известных амилоидных белков (А) и 

амилоидных агрегатов ГМТНМИ (Б), а также ГМТВМИ и С-белка (В). Для амилоидных 

фибрилл известных белков рефлексы, расположенные по вертикали (меридиональное 

направление), соответствуют периоду 4.7-4.8 Å (А). Этот период указывает на то, что β-

участки расположены перпендикулярно оси фибриллы, и расстояние между ними 4.7-4.8 Å 

(А). Рефлексы, расположенные по горизонтали дифракционной картины (экваториальное 

направление), соответствуют периоду 10-11 Å (А). Данные рефлексы указывают на 

расстояние между β-листами, которое равно 10-11 Å. Для амилоидных агрегатов ГМТНМИ 

характерна дифракционная картина с экваториальным расположением рефлекса 4.8 Å (Б), 
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вследствие чего мы делаем предположение о параллельной ориентации β-участков 

относительно оси фибриллы (в нашем случае к фибриллам мы относим отдельные 

молекулы титина). Рефлекс ~8-12 Å, характеризующий расстояние между β-листами, 

является диффузным и кольцевым (Б). Мы предполагаем, что Ig- и FnIII-подобные домены, 

состоящие из двух антипараллельных β-листов, находятся под разными углами к 

рентгеновскому пучку, что и отображается диффузным рефлексом на дифракционной 

картине. Для амилоидных агрегатов ГМТВМИ и С-белка характерна дифракционная 

картина с кольцевым рефлексом 4.8 Å (более размытым для С-белка 4.6 Å) (В). Здесь мы 

также предполагаем, что β-участки ориентированы под разными углами относительно оси 

фибриллы. Воспроизведено из работ (Bobylev et al., 2020; Bobylev et al., 2023), 

выполненных при участии автора диссертации.  

 

На рентгенограммах препаратов частично выровненных амилоидных 

фибрилл дифракция рентгеновских лучей дает характерную дифракционную 

картину, представляющую собой расположенные на взаимно перпендикулярных 

осях два дифракционных рефлекса (соответственно 4.6-4.8 Å и 8-12 Å) (Рис 50 А). 

Что характерно, в образцах амилоидных сферических частиц β-лактоглобулина 

(Krebs et al., 2009(b)) и образцах амилоидных агрегатов исследуемых нами 

мышечных белков эти два рефлекса выглядят как изотропные кольца (Рис 50 В). 

Авторы, исследовавшие амилоидную природу β-лактоглобулина, заключили, что, 

учитывая сферическую природу частиц, невозможно добиться выравнивания 

образца и получить рефлексы ориентированные перпендикулярно друг другу (Krebs 

et al., 2009(b)). Мы пришли к такому же выводу, исследуя методом дифракции 

рентгеновских лучей агрегаты гладкомышечного титина и скелетномышечного С-

белка. Полученные данные указывают на то, что амилоидные аморфные агрегаты β-

лактоглобулина имеют схожую структуру с амилоидными агрегатами исследуемых 

нами мышечных белков. 

Продолжая обсуждать особенности структуры амилоидных агрегатов 

исследованных нами мышечных белков, нельзя не отметить результаты 

рентгеновской дифракции, полученные для амилоидных агрегатов ГМТНМИ, 

сформированных в двух растворах (0.15 М глицин-KOH и 0.2 М KCl) (Рис. 35). 

Дифракционный рефлекс у обоих образцов (4.8 Å) располагался не по вертикали 

дифракционной картины (меридиональное направление), а по горизонтали 
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(экваториальное направление) (Рис. 50 Б). Исходя из этого, мы сделали 

предположение, что β-участки в агрегатах ГМТНМИ располагаются не 

перпендикулярно оси фибриллы, как это описано для других амилоидных белков 

(Рис. 50 А), а – параллельно (Рис. 50 Б). Второй рефлекс (~8-12 Å), характеризующий 

расстояние между β-листами, был диффузным и кольцевым (Рис. 50 Б, В). Мы 

предполагаем, что расстояние между β-листами может варьировать, а сами β-листы 

не являются строго ориентированными по одной из осей (Рис. 50 Б, В). Следует 

отметить, что подобное явление, когда один из рефлексов, описанных для кросс-β 

структуры, является кольцевым, а второй не является таковым, в литературе не 

встречалось, что свидетельствует еще об одной особенности амилоидной агрегации 

исследуемых мультидоменных мышечных белков.  

В порядке обсуждения этих результатов, следует отметить следующее. 

Известно, что Ig- и FnIII-подобные домены титина и С-белка представляют собой β-

сэндвич-домены, характеризующиеся двумя противоположными 

антипараллельными β-листами (Erickson, 1994; Clarke et al. 1999). В случае полного 

или частичного раскрытия домена, как это проиллюстрировано на рисунке 48 Б, на 

уровне отдельных молекул белка или олигомеров (Рис. 48 А), может происходить 

образование межмолекулярных связей в белке и формирование амилоидо-подобной 

структуры (см. п. 4.1.). Далее олигомеры могут объединяться в более крупные 

структуры. Таким образом, можно предположить, что в препаратах исследуемых 

нами мышечных белков такие амилоидогенные участки находятся под разными 

углами к рентгеновскому пучку, что приводит к появлению диффузного рефлекса на 

дифракционной картине. Схематично представленные на рисунке 50 (В) структуры 

показывают лишь ориентацию листов и полипептидных цепей в них согласно 

полученной дифракционной картине. Реальная структура внутри агрегатов титина 

или С-белка может быть иной. Одна из возможных структур для титина при его 

агрегации описана в работе (Borgia et al., 2015). При исследовании in vitro 

неправильного сворачивания двух иммуноглобулин-подобных (Ig27 и Ig28) доменов 

титина методом молекулярной динамики вышеуказанными авторами были описаны 

группы конформаций, получившие название «внутримолекулярный амилоид». 

Исходя из полученных нами данных, можно сделать вывод, что агрегированные 

гладкомышечный титин и скелетномышечный С-белок имеют четвертичную кросс-
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β структуру. А если учитывать данные кругового дихроизма об отсутствии 

изменений во вторичной структуре мышечных белков при их агрегации (Табл. 4, 

Рис. 22), можно предположить, что в их агрегатах присутствуют лишь участки 

кросс-β структуры. Авторы работы (Oboroceanu et al., 2010) при исследовании 

сферических частиц β-лактоглобулина также пришли к выводу о присутствии лишь 

участков с кросс-β структурой в молекуле белка По их мнению, взятые вместе 

данные показывают, что сферические частицы состоят, по крайней мере частично, 

из амилоидо-подобных β-слоев, которые достаточно короткие, плотно упакованные, 

что приводит к образованию наблюдаемых сферических частиц. Следовательно, β-

лактоглобулин имеет высокую склонность к сборке именно в агрегаты с кросс β-

подобной структурой. Предполагается, что эта структурная особенность позволяет 

белку формировать разные типы агрегатов, в том числе и такие, которые не имеют 

фибриллярной морфологии (Oboroceanu et al., 2010).  

В продолжении дискуссии о возможной структуре амилоидных агрегатов 

гладкомышечного титина и С-белка можно отметить работу (Cui et al., 2019). 

Интересна она тем, что авторы, работая с уже известными белками, формирующими 

функциональные амилоиды (название белков см. ниже), получили нефибриллярные 

амилоидные агрегаты, у которых были обнаружены кольцевые рефлексы при 

исследовании методом рентгеновской дифракции. Целью работы авторов (Cui et al., 

2019) было создание новых биоматериалов на основе структурных характеристик 

амилоидных агрегатов исследуемых ими белков. Конструкции, которые 

использовали авторы, представляли собой связанные друг с другом белки биопленки 

E. coli CsgA (в качестве амилоидогенных ядер), а также один или два фланкирующих 

домена, состоящих из хитинсвязывающих доменов (CBD) белка Bacillus circulans и 

белка ножек мидий Mytilus galloprovincialis (Mfp3 и Mfp5), которые представляют 

собой адгезивные белки. В работе (Cui et al., 2019) демонстрируется схожий 

механизм агрегации исследуемых этими авторами белков с механизмом агрегации 

исследованных нами мышечных белков. В частности, вышеуказанные авторы 

наблюдали формирование нефибриллярных структур разной морфологии 

(сферических агрегатов и коротких протофибрилл), а методом дифракции 

рентгеновских лучей были обнаружены кольцевые «амилоидные» рефлексы 9.51 Å 

и 4.69 Å при исследовании образцов вышеуказанных белков (Cui et al., 2019). 
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Описанные амилоидные структуры представляли собой амилоидное ядро с 

окружающими его элементами неупорядоченной структуры. Процесс 

фибриллизации (роста амилоидных агрегатов) был представлен как взаимодействие 

отдельных белков, уже имеющих элементы кросс-β структуры. Описанный 

механизм амилоидной агрегации подобен таковому, что обнаружили мы при 

исследовании агрегации мультидоменных мышечных белков. Примечательно было 

и то, что вторичная структура исследуемых Cui с соавторами (2019) белковых 

конструкций при формировании амилоидных агрегатов не изменялась, как и при 

агрегации исследуемых нами мышечных белков.  

Таким образом, вышепроцитированные данные авторов, результаты 

исследования агрегации β-лактоглобулина (Oboroceanu et al., 2010), искусственно 

созданного амилоидного белка (Cui et al., 2019), а также наши результаты 

исследования амилоидной агрегации мышечных белков свидетельствуют о 

существовании амилоидных аморфных агрегатов с наличием участков, имеющих 

кросс-β структуру. 

Обсуждая возможную функциональную или патологическую роль агрегации 

титина и С-белка в мышечных клетках, следует заметить, что в литературе очень 

мало данных о структуре и свойствах функциональных амилоидных агрегатов. 

Однако следует упомянуть одну очень важную работу, в которой указаны 

отличительные признаки патологических и функциональных амилоидных агрегатов 

на уровне их структуры (Ulamec, Radford, 2020). Авторы данной работы сравнили 

структуры амилоидных фибрилл Aβ-пептида и Orb2, полученные другими авторами 

(Hervas et al., 2020) методом крио-ЭМ. Фибриллы Aβ-пептида, как известно, 

участвуют в развитии патологии в мозге при БА, т.е., являются патологическими 

амилоидными агрегатами. Фибриллы Orb2, которые также локализуются в мозге, 

напротив, являются функциональными амилоидами, участвующими в 

формировании долговременной памяти у Drosophila melanogaster. Несмотря на 

обнаруженное морфологическое сходство фибрилл Aβ-пептида и Orb2, на 

структурном уровне Ulamec и Radford (2020) выявили значительные различия. Обе 

структуры фибрилл Aβ-пептида и Orb2 содержали ~30 остатков в 

структурированном ядре фибриллы. Для Aβ (1-40) только первые ~4-10 

аминокислотных остатков оставались неструктурированными, тогда как их большая 
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часть участвовала в формировании амилоидного ядра, в то время как у Orb2B (самой 

длинной изоформы Orb2) количество аминокислотных остатков, остающихся 

неупорядоченными, составляло 650 (Ulamec, Radford, 2020). Т.е., только 

незначительная часть аминокислотных остатков этого белка участвовало в 

формировании амилоидного ядра.  

Таким образом, на основании полученных данных авторы (Ulamec, Radford, 

2020) выявили структурные различия между функциональными и патологическими 

амилоидами. Сравнивая результаты выше процитированных авторов с 

результатами, полученными нами, обращает на себя внимание тот факт, что как у 

функциональных амилоидных агрегатов Orb2, так и у амилоидных агрегатов титина 

и С-белка лишь незначительная часть аминокислотных остатков полипептидной 

цепи участвует в образовании амилоидных связей. Таким образом, учитывая 

выявленные нами структурные особенности амилоидных агрегатов титина и С-

белка, можно говорить о функциональной, а не патологической амилоидной природе 

этих агрегатов.  

Учитывая полученные данные об особенностях агрегации гладкомышечного 

титина и С-белка, можно описать путь агрегации, представленный в виде следующей 

схемы энергетического ландшафта (Рис. 51). Но прежде немного теории. Из 

литератуных данных известно, что амилоидные фибриллы образуются зависимым 

от нуклеации способом, при котором мономерная форма белка переходит в 

фибриллярную форму через формирование временной структуры – ядра нуклеации 

(Rochet, Lansbury, 2000). Также известно, что в случае глобулярных белков, 

фибриллы обычно образуются в условиях, в которых нативное состояние 

дестабилизировано (например, добавлением денатуранта, низким pH, высокой 

температурой или заменами аминокислот) (Linke R.P., 2006). Все эти условия, 

необходимые для перехода в агрегированную форму, указаны на энергетическом 

ландшафте (Рис. 3) как барьер, для перехода которого нужна энергия. Здесь стоит 

отметить, что большинство исследований путей агрегации проводились в основном 

для белков с небольшой молекулярной массой. В случае с мультидоменными 

белками, способными формировать амилоидные или амилоидо-подобные агрегаты, 

исследований нет, кроме работ, где исследовалась агрегация отдельных доменов 

титина (Borgia et al., 2013; Borgia et al., 2015).   
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Рис. 51. Схематический энергетический ландшафт сворачивания и агрегации 

гладкомышечного титина. Поскольку мы не имеем достаточной информации о наличии 

частично свернутых и частично развернутых состояний белка, то на схеме данные 

состояния отмечены знаком вопроса. Также на схеме отсутствует предполагаемый для 

большинства белков высокий энергетический барьер, необходимый для перехода от 

мономеров белка к олигомерам и агрегатам. Отсутствуют также ядра нуклеации. 

Воспроизведено из работы (Bobyleva et al., 2023(a)), выполненной при участии автора 

диссертации. 

 

На рисунке 51 представлены три основные формы титина – это нативный 

белок, его олигомеры и аморфные амилоидные агрегаты. Причем между этими 

формами практически отсутствуют энергетические барьеры и не имеется 

промежуточных форм. Это связано с тем, что олигомеры уже присутствуют в 

образцах вместе с отдельными молекулами белка и способствуют увеличению 

скорости агрегации. На рисунке энергетического ландшафта амилоидные аморфные 

агрегаты титина являются наиболее стабильным термодинамическим состоянием, 
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однако не настолько стабильными как, например, «классические» амилоидные 

фибриллы.  

Предположение о минимальных различиях в стабильности указанных на 

энергетическом ландшафте структур титина было сделано на основе полученных 

нами температур плавления молекулярной формы белка (где присутствуют и 

олигомеры), а также его агрегатов. Мы показали, что стабильность 

неагрегированной формы ГМТВМИ, у которой температура плавления (Tm) 

составила 317.7К, была незначительно ниже, чем стабильность агрегатов титина, у 

которых Tm составила 321.7К (Рис. 28). То есть, различие в максимальной 

температуре пика теплопоглощения между агрегированной и неагрегированной 

формами титина составляло всего 4К. Подобное различие относительно мало в 

сравнении с различиями температур плавнения неагрегированных и агрегированных 

форм у многих других амилоидных белков (75-100 C или 348.15 K-373.15K) (Rezaei 

et al., 2002; Baxa et al., 2004; Morel et al., 2006; Morel et al., 2010). В наших 

экспериментах также практически не наблюдалось различий между значениями 

калориметрической энтальпии перехода при агрегации титина (Рис. 28).  

Поскольку не имеется информации о количественном содержании частично 

свернутых и частично развернутых состояний у титина, на схеме энергетического 

ландшафта данные состояния отмечены знаком вопроса. Одной из особенностей 

энергетического ландшафта агрегации титина, отмеченной на схеме, является то, что 

отсутствует предполагаемый для большинства белков высокий энергетический 

барьер, необходимый для перехода от мономеров белка к олигомерам и агрегатам. 

Это связано с тем, что для агрегации титина необходимо лишь незначительно 

понизить ионную силу, что, наряду с присутствием олигомеров, ускоряет 

олигомеризацию и дальнейшую агрегацию этого белка.  

Другой особенностью энергетического ландшафта агрегации титина, которую 

мы постарались учесть и отобразить на схеме (Рис. 51), является наличие как 

внутримолекулярных, так и межмолекулярных связей при сворачивании «вне пути». 

На это указывают как данные электронной микроскопии, визуализирующие нити 

молекул титина между аморфными агрегатами этого белка (Рис. 15 В), так и 

отсутствие изменений во вторичной структуре титина в процессе агрегации (Рис. 22 

и Рис. 23). Способность агрегатов титина дезагрегировать при повышении ионной 
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силы раствора (Рис. 34 и Рис. 11 В) также указывает на присутствие как 

внутримолекулярных, так и межмолекулярных связей в агрегатах этого белка. Таким 

образом, предложенный энергетический ландшафт агрегации гладкомышечного 

титина отображает уникальные особенности агрегации этого белка и расширяет 

наше представление о процессе амилоидной агрегации в целом.  

Несмотря на то, что данных по термодинамической стабильности амилоидных 

агрегатов С-белка нам получить не удалось, мы склонны считать, что 

энергетический ландшафт этого белка будет подобен таковому для титина. На это 

указывает ряд таких схожих характеристик, как высокая скорость агрегации этих 

мультидоменных мышечных белков, наличие олигомеров на начальной стадии 

агрегации и формирование аморфных агрегатов.  

Итак, подводя итог вышеописанным данным, можно заключить, что для 

гладкомышечного титина и скелетномышечного С-белка характерен особый путь 

агрегации, заключающийся в способности формировать только аморфные 

амилоидные агрегаты. При этом наблюдаются следующие особенности агрегации 

этих белков: (1) высокая скорость образования амилоидных агрегатов при 

отсутствии фазы нуклеации (зародышеобразования); (2) отсутствие изменений во 

вторичной структуре при агрегации; (3) обратимость процесса агрегации.  

На основании данных, полученных структурными методами анализа, можно 

сделать предположение, что формирование амилоидной кросс-β структуры, 

обнаруженной в агрегатах титина и С-белка, может происходить на этапе их 

олигомеризации, т.е., на самой начальной стадии процесса агрегации, когда в 

растворе неагрегированных нативных молекул этих белков уже присутствуют их 

олигомеры. Из таких олигомеров, внутри которых, по всей вероятности, имеются 

участки с кросс-β структурой, в дальнейшем формируются более крупные агрегаты, 

на что указывают данные КД, ИК-Фурье спектроскопии и СМУРР. Наиболее 

близкий по агрегационным свойствам амилоидогенный белок, описанный в 

литературе, является β-лактоглобулин. Однако в отличие от β-лактоглобулина, 

способного формировать как высокоупорядоченные фибриллы, так и аморфные 

агрегаты, агрегация гладкомышечного титина и скелетномышечного С-белка 

проходит только по пути формирования аморфных агрегатов.  
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Необычная способность исследованных мультидоменных мышечных белков 

формировать олигомеры даже в условиях высокой ионной силы (более 0.6 для 

титина), по-видимому, является следствием отобранных в процессе эволюции 

особенностей аминокислотного состава и структуры, которые, в свою очередь, 

необходимы для выполнения тех или иных функций в мышечных клетках. Поэтому 

амилоидную агрегацию этих белков можно отнести скорее к функциональной, чем 

к патологической.  

 

4.2. ВОЗМОЖНАЯ ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РОЛЬ АГРЕГАТОВ ТИТИНА 

И С-БЕЛКА В ОРГАНИЗМЕ И МЕХАНИЗМЫ ЗАЩИТЫ ОРГАНИЗМА ОТ 

ПАТОЛОГИЧЕСКОЙ АГРЕГАЦИИ ЭТИХ БЕЛКОВ  

 

4.2.1. Связь механической жесткости со структурными особенностями 

амилоидных агрегатов  

 

Полученные нами данные о структурных изменениях при агрегации 

гладкомышечного титина и скелетномышечного С-белка in vitro указывают на 

уникальный механизм формирования этими белками амилоидных агрегатов. 

Учитывая обратимость амилоидной агрегации мультидоменных мышечных белков 

и относительно высокую скорость самого процесса агрегации in vitro, можно 

рассмотреть возможность подобной агрегации in vivo, а также возможную 

функциональную роль этого процесса в мышечных клетках. Например, в клетках 

поперечно-полосатых мышц. Для начала необходимо выяснить, возможно ли 

разворачивание Ig- и FnIII-подобных доменов титина и С-белка in vivo с 

последующим образованием межмолекулярных связей, способствующих 

формированию временных амилоидных участков? Известно, что для развертывания 

доменов титина in vivo (на изолированных миофибриллах поперечно-полосатых 

мышц) требуются незначительные силы (6-8 пН) (Rivas-Pardo et al., 2016; Eckels et 

al., 2019) и, следовательно, незначительные затраты энергии. Авторы сделали 

предположение о возможной функциональной роли такого раскрытия доменов 

титина в процессе развития актин-миозинового взаимодействия в саркомерах. В 

этой связи следует процитировать других авторов, обнаруживших в in vitro 
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экспериментах, что взаимодействие частично открытых доменов титина может 

приводить к образованию амилоидоподобных структур (Borgia et al., 2015). Эти 

авторы на основании данных молекулярной динамики двух доменов титина описали 

возможность образования ряда нестабильных короткоживущих конформаций, 

получивших название «внутримолекулярные амилоиды». Выше в п. 12.2. мы 

описали возможный механизм образования водородных связей между частично 

раскрытыми доменами близко расположенных молекул гладкомышечного титина 

внутри одного олигомера (Рис. 48 А, Б). Наши данные показывают возможность 

образования титином обратимых амилоидных структур без значительных 

изменений в структуре белка, в частности, без изменений вторичной структуры. 

Таким образом, внутримолекулярная структура амилоида, описанная (Borgia et al., 

2015), нашла экспериментальные подтверждения в наших исследованиях и пригодна 

для описания процессов, происходящих в структуре титина и С-белка при 

образовании агрегатов.  

Так возможна ли амилоидная или амилоидо-подобная агрегация титина, С-

белка или других белков в мышечных клетках? И если да, то может ли это иметь 

функциональное значение? Рассмотрим на примере поперечно-полосатых мышц, 

клетки которых содержат миофибриллы, состоящие из высокоупорядоченных 

сократительных структур – саркомеров. В саркомерах поперечно-полосатых мышц 

молекулы титина простираются от М-линии до Z-дисков, перекрывая расстояние 

более 1 микрометра. Предполагается, что на каждую миозиновую нить в половине 

саркомера приходится по шесть молекул титина (Liversage et al., 2001). В А-зоне 

саркомера молекулы титина связаны по всей длине с миозиновыми нитями и, по всей 

вероятности, не взаимодействуют друг с другом в этой зоне, однако 

взаимодействуют с молекулами С-белка (Tonino et al., 2019). В I-зоне саркомера 

молекулы титина образуют эластичное соединение между концами толстых нитей и 

Z-диском, и в этой зоне молекулы титина расположены близко относительно друг 

друга. Именно в этой зоне молекулы титина претерпевают механические 

трансформации в процессе сокращения (сжатия) или растяжения саркомеров. В 

частности, при растяжении саркомера происходит не только выпрямление молекул 

титина, но и раскрытие (частичный анфолдинг) доменов этого белка. Подобные 

изменения, опираясь на вышеприведенные литературные данные и полученные 
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нами результаты, должны сопровождаться формированием структур амилоидного 

типа в I-диске саркомера. Если и делать предположение о какой-либо 

функциональной роли такой амилоидной агрегации молекул титина в I-зоне 

саркомера, то прежде всего нужно рассмотреть основное свойство амилоидных 

агрегатов – высокую жесткость, обусловленную наличием у них кросс β-структуры. 

Расположение титина во всех зонах саркомера, эластические свойства и 

взаимодействие со многими белками, включая и С-белок, создают основу для 

множества функций, которые присущи данному белку. Наиболее интересным на 

наш взгляд представляется регуляция вязко-упругих свойств его молекул. Известно, 

что в I-зоне эластично-растяжимая часть молекулы титина способна развивать 

пассивное напряжение при растяжении (Erickson, 1997) и возвратную силу при 

сокращении саркомера (Linke et al., 1994; Granzier, Irving, 1995; Linke et al., 1996; 

Helmes et al., 1996). Биофизические исследования модуля продольной упругости 

(модуля Юнга) показали, что эта часть молекулы титина ведет себя как «нелинейная 

энтропийная пружина», которая распрямляется при воздействии на нее силы от 20 

пН до 30 пН и оказывает упругое сопротивление при сжатии с силой 2.5 пН 

(Kellermayer et al., 1997). Если предположить, что в саркомере между раскрытыми 

доменами формируется связь и структура по типу амилоидной, то жесткость на этом 

участке должна увеличиваться и будут изменяться вязко-упругие свойства. 

В дополнении к вышесказанному стоит обсудить данные ДСК, 

свидетельствующие еще об одной особенности амилоидной агрегации титина. Из 

литературы известно, что амилоидные фибриллы или агрегаты некоторых белков 

плавятся и диссоциируют при температурах порядка 75–100°С (Azuaga et al., 2002; 

Rezaei et al., 2002; Baxa et al., 2004; Morel et al., 2006; Morel et al., 2010). Показано, 

что амилоидные фибриллы более устойчивы к температуре, чем нативный белок (их 

температуры перехода различаются примерно на 30-40 К) (Morel et al., 2010). 

Наши эксперименты показали, что температура плавления агрегированной 

формы ГМТВМИ ненамного выше (всего на 4 K), чем у молекулярной формы титина. 

При этом энтальпии плавления агрегированной и неагрегированной форм ГМТВМИ 

практически не различались. Эти данные свидетельствуют о том, что общая энергия 

связей при образовании агрегатов ГМТВМИ практически не меняется. Т.о., 

значительные изменения вязко-упругих свойств молекул титина и мышцы в целом 
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будут меняться при незначительных энергетических затратах. Литературные данные 

и полученные нами результаты позволяют высказывать предположение о том, что 

молекулы титина могут быстро формировать амилоидоподобные более жесткие 

участки, например, в I-зоне саркомера, а также быстро их разбирать, что выработано 

в процессе эволюции и, по всей вероятности, является важным для поддержания 

необходимого уровня мышечного сокращения и его регуляции. Нельзя также 

исключить, что в А-зоне саркомера в процессе мышечного сокращения 

(приводящего к развитию механических деформаций А-диска) амилоидоподобные 

структуры формируются при взаимодействии открытых участков молекул титина и 

С-белка. Проверка этих предположений – одно из важных и интересных 

направлений будущих исследований в этой области науки.  

Возможна ли функциональная амилоидная агрегация титина в гладких 

мышцах? Сложно ответить на этот вопрос, учитывая то, что строение 

гладкомышечной клетки и ее сократительного аппарата до сих пор не известна. 

Однако исходя из того, что изоформы титина в гладких и поперечно-полосатых 

мышцах животных состоят из одних и тех же доменов (титин – продукт одного гена), 

то можно допустить формирование амилоидоподобных структур и в гладких 

мышцах. Подтверждением чему могут служить обнаруженные нами олигомеры 

гладкомышечного титина (Рис. 16 и Рис. 30), которые могут представлять часть 

сократительного аппарата гладкомышечной клетки. Функциональная роль такого 

взаимодействия не ясна.  

С целью ответа на вопрос о вероятности формирования подобных амилоидных 

структур в мышечных клетках, мы постарались выяснить склонность титина к 

агрегации на основании определения идентичности аминокислотной 

последовательности между отдельными парами N2B и N2BA-доменов в части 

молекулы титина, расположенной в I-зоне саркомера. С помощью программы 

BLAST было обнаружено, что Ig-домены вариабельного участка I-зоны, 

имеющегося только у длинной N2BА-изоформы титина, имеют более высокую 

идентичность аминокислотной последовательности (~32%, рассчитанной для 26 

доменов) по сравнению с таковой (~23-25%, рассчитанной для 30 доменов) у других 

доменов I-зоны N2B и N2BA-изоформ титина. Известно, что склонность белка к 

агрегации увеличивается по мере увеличения идентичности в аминокислотной 
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последовательности (Wright et al., 2005). Можно предположить, что домены 

вариабельного участка N2BA-изоформы (имеющие более высокую идентичность 

аминокислотной последовательности) будут иметь более высокую склонность к 

агрегации, чем другие домены этого белка. В случае агрегации молекул титина в 

саркомере, подобные изменения приведут к увеличению жесткости агрегированного 

участка N2BA-изоформы титина, что может иметь значение в опосредованной 

регуляции актин-миозинового взаимодействия.  

Предпосылки для вышеуказанного процесса амилоидной агрегации титина в 

саркомере имеются – это и частичное раскрытие домена в норме с высвобождением 

гидрофобных ядер, а также наши исследования, выявившие формирование 

обратимой амилоидной структуры без наблюдаемых изменений как минимум во 

вторичной структуре белка.  

В контексте регулирования вязко-упругих свойств белков и их агрегатов 

необходимо коротко обсудить принципиальные различия между патологическими 

амилоидными агрегатами и функциональными амилоидами, к которым, по всей 

вероятности, относятся и амилоиды исследуемых нами мультидоменных мышечных 

белков. Избыточная жесткость является негативным признаком амилоидных 

агрегатов и присуща в основном патологическим амилоидным фибриллам. 

Известно, что амилоидные фибриллы из-за высокой жесткости способны 

механически разрывать клеточную мембрану, поэтому накопление амилоидных 

агрегатов, являющихся устойчивыми к протеолитической деградации, приводит к 

гибели клеток (Engel et al., 2008; Fitzpatricket et al., 2013(a); Fitzpatricket et al., 

2013(b)) и развитию патологического процесса (Pepys, 2001). Избыточная жесткость 

скорее всего обусловлена наличием преобладающей кросс β-структуры. Как уже 

было описано выше, из-за небольшого содержания кросс β-структуры у 

функциональных амилоидных агрегатов, а также у агрегатов гладкомышечного 

титина и скелетномышечного С-белка, избыточной жесткости в их амилоидной 

структуре быть не может. Но временное увеличении жесткости на определенных 

участках белка за счет формирования амилоидных участков может являться 

модулятором вязко-упругих свойств. Это может иметь важное функциональное 

значение, поскольку эластичность молекул титина создает основу для растяжения 

мышцы без негативных последствий, тогда как вязко-упругие свойства 
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«пружинной» I-части его молекулы могут играть большую роль в регуляции 

процессов мышечного сокращения и внутриклеточной сигнализации (Kimura et al., 

1984; Erickson, 1997; Kellermayer et al., 1997; Вихлянцев и др., 2011; Vikhliantsev et 

al., 2003). В А-зоне саркомера нельзя исключить формирование межмолекулярных 

амилоидных структур между молекулами титина и С-белка. Известно, что С-белок 

тесно связан с титином в А-зоне саркомера, участвуя в поддержании 

высокоупорядоченной структуры саркомера (Tonino et al., 2019). Не исключено, что 

молекула С-белка также, как и титина, может претерпевать механические 

деформации как при растяжении, так и сжатии мышечного саркомера. 

Следовательно, нельзя исключить возможное образование межмолекулярных 

амилоидных связей между этими белками, что может иметь значение для 

поддержания саркомерной структуры и развития необходимого уровня мышечного 

сокращения.  

 

4.2.2. Агрегационные свойства титина in vitro и in vivo. Механизмы 

защиты клеток от агрегации титина  

 

В продолжение обсуждения вопроса о возможности агрегации 

мультидоменных мышечных белков в клетках и возможной функциональной роли 

подобной агрегации in vivo, следует обсудить механизмы защиты клеток от 

нефункциональной белковой агрегации. В научной литературе обсуждается, что при 

растяжении саркомера поперечно-полосатых мышц домены титина могут 

разворачиваться, делая доступными скрытые гидрофобные участки, которые могут 

привести к агрегации белка и нарушению его функций (Rief et al., 1997; Minajeva et 

al., 2001). Следствием агрегирования развернутых Ig-доменов в I-зоне, по мнению 

выше процитированных авторов, может быть аномально высокая жесткость молекул 

титина и, следовательно, миоцитов. Для предотвращения агрегации Ig-доменов 

титина в этой части его молекулы с ним связываются малые шапероны (sHSPs). В 

частности, показано, что HSP27 и αβ-кристаллин не взаимодействуют с 

дистальными Ig-доменами, расположенными вблизи A-диска саркомера, но 

связываются с Ig-доменами растяжимой части молекулы титина, расположенной 

между Z-диском и PEVK-последовательностью в I-зоне саркомера (Kötter et al., 
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2014). Следует заметить, что эти Ig-домены в отличие от PEVK- и N2B-

последовательностей, более склонны к агрегации в условиях частичной денатурации 

(Kötter et al., 2014). Чем это объясняется? Известно, что белки, имеющие 

неупорядоченную структуру, устойчивы к агрегации благодаря различным 

механизмам: высокому суммарному заряду и низкой гидрофобности, низкому числу 

амилоидогенных участков и большому содержанию остатков пролина (Wrigh et al., 

2005; Monsellier, Chiti, 2007). PEVK-участок титина богат пролином и имеет 

сравнительно высокий суммарный заряд (Tskhovrebova, Trinick, 1997). N2B-

последовательность также содержит много остатков пролина и более высокий 

суммарный заряд, чем типичный Ig-домен титина (Kötter et al., 2014). Таким образом, 

наличие в составе молекулы титина PEVK- и N2B-последовательностей является 

защитным механизмом, снижающим вероятность агрегации этого белка in vivo. 

Однако в условиях перерастяжения мышцы, происходящем как при интенсивных 

физических нагрузках, так и при патологии (например, при ишемии, когда гибель 

отдельных миоцитов может привести к перерастяжению соседних клеток), 

вероятность разворачивания и, следовательно, агрегирования Ig-доменов титина 

сильно возрастает (Li et al., 2002). И хотя показано, что развернутые Ig-домены 

титина повторно сворачиваются in vitro даже при отсутствии шаперонов (Minajeva 

et al., 2001), в условиях in vivo при достаточно тесном расположении белков в 

саркомере этот процесс может быть затруднен, даже несмотря на защитные свойства 

шаперонов. В этом случае, агрегация приведет к значительному увеличению 

жесткости нитей титина, что может иметь негативные последствия для 

сократительной активности миоцитов и мышцы в целом. Защитой от подобных 

изменений может быть повышенный протеолиз титина (и его жестких агрегатов) в 

саркомере. Однако этот путь не исключает накопления фрагментов титина в клетке 

и формирования ими агрегатов в цитозоле. В этом случае может произойти 

аутофагия клетки – последняя стадия защиты организма от неконтролируемой 

агрегации саркомерных цитоскелетных белков (Galvez et al., 2007; Willis et al., 2009; 

Kötter et al., 2014).  

Обсуждая вопрос о типе амилоидной агрегации (функциональной или 

патологической), стоит отметить, что случаев трансформации функциональных 

амилоидов в патологические не зафиксировано. Скорее всего, существуют 
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молекулярные механизмы защиты от такой трансформации, выработанные в 

процессе эволюции. Так, известно, что в мультидоменных белках с гомологичными 

тандемными повторами соседние домены имеют низкую идентичность в 

аминокислотной последовательности. Эта особенность, сформировавшаяся, по-

видимому, в результате эволюционного давления, предотвращает неправильную 

укладку белков и последующую агрегацию (Wright et al., 2005; Borgia et al., 2015). 

Принято считать, что низкая склонность к агрегации характерна для тех белков, у 

которых идентичность между доменами составляет менее 40%. Известны данные об 

идентичности отдельных доменов титина в аминокислотной последовательности 

(Wright et al., 2005; Borgia et al., 2015). Мы рассчитали идентичность 

аминокислотных последовательностей титина курицы и 3 паралогов С-белка 

человека и кролика. Расчеты показали, что эти белки содержат только два домена с 

идентичностью более 50%. Средняя идентичность аминокислотной 

последовательности между парами соседних FnIII-подобных доменов или Ig-

подобных доменов титина не превышает 40%, тогда как С-белка – 26%. Эти данные 

указывают на довольно низкую способность этих белков к агрегации, заложенную 

природой на уровне первичной структуры. 

Результаты наших исследований указывают на то, что агрегаты титина и С-

белка, формирующиеся in vitro, по своим свойствам можно классифицировать как 

функциональные. В связи с этим, возможную агрегацию этих белков в клетках in 

vivo мы не рассматриваем как патологическую, а – как полезную для 

функционирования мышечной клетки. Однако полностью исключить 

невозможность формирования в цитозоле клеток патологических агрегатов 

мультидоменных мышечных белков, проявляющих токсические свойства, нельзя, 

что подтверждают наши данные о негативном действии амилоидных агрегатов 

титина на адгезию клеток.  

 

4.3. ВОЗМОЖНЫЙ МЕХАНИЗМ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 

АМИЛОИДНЫХ АГРЕГАТОВ ГМТ  

 

В рамках обсуждения вопроса о возможной агрегации титина и С-белка в 

клетках in vivo и способах защиты от формирования токсичных амилоидных 
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структур, не выясненным остался вопрос о возможном токсическом действии 

амилоидных агрегатов (в случае их образования) исследуемых нами белков на 

клетки. С одной стороны, амилоидные агрегаты исследуемых нами белков в 

организме обнаружены не были, с другой стороны, та легкость и скорость 

образования этими белками амилоидных агрегатов in vitro, дает основания говорить 

о возможном формировании и появлении агрегатов мультидоменных мышечных 

белков в клетках in vivo.  

В этой связи следует обсудить результаты наших экспериментов о 

цитотоксическом влиянии амилоидных агрегатов титина. Проведенные нами 

исследования цитотоксического действия амилоидных агрегатов гладкомышечного 

титина на гладкомышечные клетки показали, что гибель клеток наблюдалась лишь 

через 72 часа эксперимента, и была связана с нарушением адгезии клеток (Рис. 44 и 

Рис. 46). Известны случаи негативного влияния амилоидных агрегатов Аβ-пептидов 

на гладкомышечные клетки (Miners et al., 2011). Показано, что болезнь Альцгеймера 

характеризуется накоплением амилоида в медии и адвентиции мелких и крупных 

артерий, орошающих центральную нервную систему, и/или накоплением отложений 

амилоидных Аβ-пептидов вокруг капилляров перфузии мозжечка, коры головного 

мозга и лептоменинкса (Bourassa et al., 2019). При этом показано, что накопление 

амилоидных агрегатов Аβ-пептидов в артериях индуцирует смерть 

гладкомышечных клеток сосудов и приводит к просачиванию крови через стенки 

сосудов. Это в свою очередь может приводить к развитию церебральной ишемии и 

микрогеморрагиям, как клиническим признакам церебральных амилоидных 

ангиопатий (Ruzali et al., 2013). Используя гладкомышечную культуру клеток, 

показано, что Аβ-индуцированное негативное действие на культуру 

гладкомышечных клеток сосудов связано с нарушениями адгезии этих клеток к 

внеклеточному матриксу из-за повышенного перицеллюлярного протеолиза 

компонентов внеклеточного матрикса (Blaise et al., 2012). Другие механизмы гибели 

гладкомышечных клеток в процитированной выше работе обнаружены не были. 

Примечательно, что эти авторы показали, что негативные эффекты и гибель 

гладкомышечных клеток, как и в наших экспериментах, наблюдались также через 

72 часа инкубации клеток с Аβ 1-40 пептидом.  
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Известны литературные данные о влиянии олигомеров амилоидных β-пептидов 

на культуру клеток нейробластомы (Ferrera et al., 2017). Авторы данной работы 

выявили реорганизацию актинового цитоскелета, появление стресс-фибрилл и 

ламеллоподий у клеток под действием олигомеров Аβ-пептида. Причиной 

выявленных изменений является активация Аβ-пептидом Rho-ГТФ-азного 

сигнального пути.  

Сравнивая вышеописанные данные с результатами наших исследований, 

полученными для гладкомышечного титина, следует отметить, что в описанных для 

Аβ-пептидов исследованиях речь идет о влиянии на культуру клеток или 

мономерного пептида, или его олигомеров. Однако в работах, касающихся 

исследования патологического процесса in vivo, речь идет об отложениях данного 

пептида в капиллярах. В этом случае, отложения Аβ-пептидов вряд ли могут 

представлять собой отдельные олигомеры или мономеры, а представляют собой, по 

всей видимости, скопления его агрегатов, оказывающих цитотоксическое действие.  

В нашем эксперименте через 48 ч и 72 часа роста фибробластов на поверхности 

стекла, порытого амилоидными агрегатами гладкомышечного титина, мы 

наблюдали уменьшение количества клеток относительно контроля. Как и в случае с 

гладкомышечной культурой у фибробластов мы наблюдали дезорганизацию 

актинового цитоскелета и морфологические изменения в виде наличия стресс-

фибрилл, ламеллоподий и филоподий. Подобных изменений у фибробластов, 

растущих на «контрольной» поверхности стекла (не содержащей амилоидных 

агрегатов), не наблюдалось. Т.о., мы подтвердили наше предположение о том, что 

свойства поверхности, представляющие собой агрегированный белок, могут 

оказывать влияние на адгезию клеток. Поверхность, покрытая амилоидными 

агрегатами гладкомышечного титина представляла собой антиадгезивную 

поверхность, а сами агрегаты белка обладали антиадгезивными свойствами.  

Понимание процесса связывания клеток к любой поверхности, связано с 

пониманием последовательности физико-химических реакций, которые должны 

происходить между клетками и поверхностью. Из литературных данных известно, 

что основными предполагаемыми механизмами антиадгезивных свойств являются 

поверхностная энергия, электростатическое взаимодействие, стерическое 

отталкивание, гидратация и топография рельефа поверхности (Schakenraad et al., 



207 

 

 

1987; Schakenraad, Busscher, 1989; Dalsin et al., 2003; Czeslik et al., 2004; Carre, 

Lacarriere, 2010; Zhang et al., 2012; Lourenço et al., 2012). Клетки не взаимодействуют 

непосредственно с поверхностью. Это взаимодействие происходит с помощью 

белков, которые они секретируют. Белки, в свою очередь, адсорбируются на 

поверхности, образуя свой собственный слой (Vladkova, 2010). При взаимодействии 

клеток с поверхностью in vivo или in vitro происходит сначала адсорбция белка на 

поверхности, что, в свою очередь, обеспечивает клеточную адгезию, а также 

способствует передаче сигналов клетке через рецепторы клеточной адгезии, 

главным образом, через белки интегрины (Parsons et al., 2010; Geiger, Yamada, 2011). 

Т.о., понимание факторов, влияющих на адгезионную способность клеток, является 

ключевым фактором при понимании процесса нарушения адгезии.  

Известно, что топография поверхности полимера на микро- и наноуровне 

влияет на взаимодействия клеток или белков с поверхностью данного полимера. В 

частности, известны исследования, определяющие влияние топографии 

поверхности на морфологию, адгезию, миграцию и дифференцировку стволовых 

клеток (Kulangara, Leong, 2009; Pot et al., 2010). Было показано, что чем выше 

коэффициент шероховатости поверхности, тем ниже сродство клеток к этой 

поверхности и в большей степени нарушается клеточная адгезия в сравнении с 

нешероховатым субстратом (Dang et al., 2015).  

В нашем исследовании методом АСМ было проведен анализ микротопографии 

неровностей поверхности, сформированных амилоидными агрегатами 

гладкомышечного титина. Полученные значения среднеквадратичной 

шероховатости (roughness) составили от 2.7 нм до 4.9 нм, что свидетельствует о 

высокой степени шероховатости поверхности. Полученные для агрегатов титина 

значения среднеквадратичной шероховатости поверхности превышают таковые, при 

которых наблюдалось значительное нарушение процесса клеточной адгезии (Dang 

et al., 2015). Учитывая эти данные и полученные нами результаты, мы можем 

заключить, что высокая степень шероховатости поверхности, сформированная 

вследствие нанесения амилоидных агрегатов гладкомышечного титина, сыграла 

роль в нарушении адгезии фибробластов. Схематически это процесс представлен на 

рисунке 52.  
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Точный механизм нарушения адгезии гладкомышечных клеток и фибробластов 

в результате нанесения на адгезивную поверхность амилоидных агрегатов 

гладкомышечного титина не ясен. 

 

Рис. 52. Схематическое изображение клетки, находящейся на поверхности, покрытой 

амилоидными агрегатами гладкомышечного титина. Показан возможный механизм 

нарушения процесса адгезии клеток, связанный с топологией. Воспроизведено из работы 

(Bobylev et al., 2021), выполненной при участии автора диссертации. 

 

Другие проведенные исследования по влиянию микротопологии на 

антиадгезивные свойства также не дают ответ на этот вопрос (Hallab et al., 1995; 

Ponsonnet et al., 2003; Dowling et al., 2011). Тем не менее, нами получен важный 

результат, указывающий на то, что изменения шереховатости биологической 

поверхности (например, отложения кристаллов соли на поверхности кости) могут 

приводить к изменению адгезии клеток, что, в свою очередь, может привести к 

неблагоприятным последствиям. Одной из причин изменения шероховатости 

биологической поверхности могут быть амилоидные агрегаты. Можно 
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предположить, что локальное образование амилоидных агрегатов любых белков in 

vivo может приводить к изменениям топографии подложки с последующим 

нарушением клеточной адгезии, что будет приводить к гибели клеток. Вполне 

вероятно, что подобный процесс происходит при накоплении отложений Аβ-

пептидов в сосудах (Miners et al., 2011; Blaise et al., 2012). Показанный нами путь 

гибели клеток в присутствии амилоидных агрегатов титина, нарушающих 

клеточную адгезию, расширяет представления о влиянии амилоидных агрегатов на 

живой организм.  

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

 

Проведенные нами in vitro исследования показали, что гладкомышечный 

титин и скелетномышечный С-белок формируют амилоидные аморфные агрегаты. 

В формировании межмолекулярных амилоидных связей в аморфных агрегатах 

задействованы не целые молекулы, а только части (раскрытые участки) молекул 

этих белков. При формировании агрегатов титина и С-белка не происходит 

изменений в их вторичной структуре. Таким образом, амилоидная агрегация этих 

белков происходит при минимальных внутримолекулярных перестройках и 

сопровождается минимальными энергетическими затратами. Данные, полученные 

методами структурного анализа, показывают, что формирование амилоидной кросс-

β структуры в агрегатах титина и С-белка может происходить на этапе их 

олигомеризации, т.е., на самой начальной стадии процесса агрегации, когда в 

растворе неагрегированных, нативных молекул этих белков уже присутствуют их 

олигомеры. Из таких олигомеров, внутри которых, по всей вероятности, имеются 

участки с кросс-β структурой, в дальнейшем формируются более крупные агрегаты.  

Формирование амилоидных агрегатов исследованных мышечных белков 

происходит за относительно короткие временные интервалы (в течение 5-10 мин в 

случае С-белка и в течение 20-60 минут в случае титина). При этом наличие 

олигомеров на начальной стадии агрегации ускоряет этот процесс. Таким образом, 

агрегация исследуемых мышечных белков суперсемейства иммуноглобулинов 



210 

 

 

происходит без образования ядер нуклеации, что отличается от процесса 

образования амилоидных агрегатов большинством других амилоидных белков.  

Выявлена способность амилоидных агрегатов мышечных белков 

суперсемейства иммуноглобулинов дезагрегировать при повышении ионной силы. 

Эти данные, указывающие на обратимость процесса агрегации исследуемых белков, 

позволяют делать предположение о возможности функциональной амилоидной 

агрегации титина и С-белка в мышечных клетках in vivo.  

Выявлено негативное действие амилоидных агрегатов титина на культуру 

гладкомышечных клеток и фибробластов. В частности, обнаружено нарушение 

адгезии клеток на поверхности, покрытой амилоидными агрегатами 

гладкомышечного титина. При этом также было обнаружено, что нарушение адгезии 

клеток связано с топологическими особенностями поверхности, которую 

формируют амилоидные агрегаты белка и на которой находились клетки. Таким 

образом, впервые был представлен новый механизм влияния белковых амилоидных 

агрегатов на адгезию и выживаемость клеток.  

Подводя итог, можно заключить, что для гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка характерен особый путь агрегации, заключающийся в 

способности формировать только аморфные амилоидные агрегаты. При этом 

наблюдаются следующие особенности агрегации этих белков: (1) высокая скорость 

образования амилоидных агрегатов при отсутствии фазы нуклеации 

(зародышеобразования); (2) отсутствие изменений во вторичной структуре при 

агрегации; (3) обратимость процесса агрегации. Полученные результаты расширяют 

представления о процессе амилоидной агрегации мышечных белков суперсемейства 

иммуноглобулинов и белков в целом.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Гладкомышечный титин и скелетномышечный С-белок формируют аморфные 

агрегаты in vitro, что показано методами просвечивающей электронной 

микроскопии и атомно-силовой микроскопии.  

2. Методами рентгеновской дифракции и спектрофлуориметрии с использованием 

красителя тиофлавина Т подтверждена амилоидная природа аморфных агрегатов 

исследуемых белков.  

3. Формирование амилоидных агрегатов гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка происходит за относительно короткие временные 

интервалы (5-10 мин для С-белка, 20 мин для гладкомышечной изоформы титина с 

м.м. 1500 кДа и 60 мин для гладкомышечной изоформы титина с м.м. 500 кДа) при 

значениях рН 7.0. Присутствие олигомеров исследуемых белков может объяснять их 

высокую скорость агрегации.  

4. При формировании амилоидных агрегатов гладкомышечного титина и 

скелетномышечного С-белка не происходит изменений во вторичной структуре 

белков. При этом методом ДСК обнаружены незначительные различия в 

термодинамической стабильности между неагрегированной и агрегированной 

формами гладкомышечного титина, что свидетельствует о низких энергетических 

затратах при формировании агрегатов данного белка.  

5. Амилоидные агрегаты гладкомышечного титина и скелетномышечного С-белка не 

оказывали токсического действия на культуру гладкомышечных клеток аорты 

крысы и культуру фибробластов человека, однако амилоидные агрегаты 

гладкомышечного титина нарушали адгезию клеток.  
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