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В обзоре представлен краткий анализ современных знаний о такой посттрансля-
ционной модификации титина как фосфорилирование, с акцентом на изменения, 
происходящие при развитии сердечных заболеваний. Исследования, проведенные 
с использованием животных моделей заболеваний сердца, а также с использовани-
ем биоматериала сердечной ткани пациентов с различными патологиями, показы-
вают изменения уровня фосфорилирования титина. При развитии патологических 
изменений наблюдается, как правило, гиперфосфорилирование сайта S11878 и ги-
пофосфорилирование сайта S12022 в PEVK-последовательности титина, а также из-
менения уровня фосфорилирования сайтов в N2B-последовательности этого белка. 
Функциональным суммарным эффектом этих изменений является увеличение жест-
кости кардиомиоцитов и сердечной мышцы в целом, в основе которой лежат вязко-
упругие свойства титина, изменение которых, в свою очередь, наблюдается вследст-
вие гипо- или гиперфосфорилирования определенных сайтов этого белка. В обзоре 
представлено описание ряда терапевтических воздействий, способствующих изме-
нению уровня фосфорилирования титина, которые рассматриваются как способ из-
менения вязкоупругих свойств патологического миокарда с целью нормализации его 
сократительной способности. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Исследования механизмов адаптации сердечной ткани и скорости изменений функ-
ционирования сердца в процессе индивидуального развития, при старении, а также 
при развитии дисфункций остаются актуальными и на сегодняшний день. В этой обла-
сти науки многие нюансы остаются до конца не изученными. Например, сложны для 
изучения, особенно in vivo, механизмы сигнальных путей сердечной механотрансдук-
ции, которые взаимосвязаны с процессами увеличения наполнения и давления желу-
дочков [1]. Сигналы гемодинамической (механической) нагрузки, передаваемые через 
стенки сердца, воспринимаются миоцитами, которые реагируют изменениями сокра-
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тительной способности и экспрессии генов. Нарушение хорошо сбалансированного 
механизма восприятия гемодинамической нагрузки вызывает нарушения регуляции, 
ремоделирование сердца и сердечную недостаточность. Узловые точки механочувст-
вительности в кардиомиоцитах могут располагаться в областях Z-диска, I-зоны и М-
линии саркомеров. Продольное соединение/объединение этих областей обеспечивает-
ся гигантским эластичным механочувствительным белком титином (в русскоязычной 
научной литературе используется также название тайтин) [2, 3] (рис. 1). Молекула ти-
тина вследствие гигантских размеров и расположения во всех зонах саркомера (рис. 
1) становится уязвима при развитии сердечно-сосудистых заболеваний: сердечной 
недостаточности, диастолической дисфункции левого желудочка (в том числе вызван-
ной сахарным диабетом), аортального стеноза, ишемического повреждения, а также 
наследственных кардиомиопатий с патогенными вариантами гена титина [4, 5]. Эла-
стичные свойства молекул титина вносят вклад в модуляцию жесткости миокарда. 
Одним из важных молекулярных механизмов регулирования вязкоупругих свойств ти-
тина и вследствие этого жесткости саркомеров и мышцы в целом является изменение 
изоформного состава этого белка, что обеспечивает необходимый уровень пассивной 
жесткости его молекул в течение длительного периода. Известно, что изменения изо-
формного состава титина наблюдаются при патологических состояниях, например, 
при развитии терминальной стадии сердечной недостаточности у человека. Однако 
сердцу также необходим более быстрый и точный контроль над жесткостью молекул 
титина и мышцы в целом. Этого можно добиться за счет посттрансляционных модифи-
каций титина, в частности, фосфорилирования определенных участков его молекулы. 
Цель нашего обзора – проанализировать, как свойства титина могут быть изменены 
посредством его фосфорилирования с акцентом на изменения вязкоупругих свойств 
молекул этого белка при развитии/лечении заболеваний сердца. 

История исследования фосфорилирования титина in vitro и in vivo 
Исследования фосфорилирования последовательностей молекулы титина, 

расположенных в А-зоне и М-линии саркомера

В 1987 г. впервые было показано, что титин фосфорилируется in vivo [6]. Так, че-
рез трое суток после инъекции радиоактивного неорганического фосфата в дорсаль-
ные лимфатические мешки гладкой шпорцевой лягушки (Xenopus laevis) очищенные 
препараты титина икроножной мышцы содержали от 0.92 до 1.7 моля радиоактивного 
фосфосерина на 1 моль титина. Авторы также показали, что очищенные препараты ти-
тина, выделенные из скелетных мышц лягушки, содержали от 5 до 6 молей связанного 
неорганического фосфата на 1 моль белка [6]. В 1988 г. были получены аналогичные 
данные для титина диафрагмальной мышцы мыши [7]. После пятичасовой инкубации 
диафрагмы мыши в растворе, содержащем радиоактив ный неорганический фосфат, 
обнаружено, что 1 моль титина содержал 2 моля радиоактивного фосфосерина. При 
этом очищенные препараты титина диафрагмальной мышцы мыши содержали около 
12 молей неорганического фосфата на 1 моль белка [7]. 

В 1992 г. была обнаружена способность бета-коннектина (протеолитического Т2-
фрагмента титина с м. м. ~ 2.2 МДа, взаимодействующего с миозиновыми нитями  в А-
зоне саркомера, см. рис. 1), выделенного из скелетной мышцы курицы, аутофосфо-
рилироваться in vitro в присутствии [гамма-32P]-АТФ [8]. При этом такие киназы, как 
киназа легкой цепи миозина, цАМФ-зависимая протеинкиназа А (PKA) и протеинки-
наза С (PKC), не фосфорилировали бета-коннектин in vitro в вышеуказанных условиях. 
Позднее Yamasaki и соавт. выявили способность титина к фосфорилированию после 
24-часовой инкубации скинированных (лишенных мембраны) кардиомиоцитов крысы 
в растворе, содержащем [гамма-32P]-АТФ и протеинкиназу А [9]. Авторы подсчитали, 
что 1 моль титина содержал 0.85–0.89 моля неорганического радиоактивного фосфата. 



377РОЛЬ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ ТИТИНА

Z
-d

is
k

I-
ba

n
d

A
-b

an
d

M
-l

in
e

(a
)

(b
)

P
E

V
K

N
2B

N
2A

P
E

V
K

T
1

T
2

K
in

as
e 

do
m

ai
n

N
eb

ul
in

T
it
in

A
ct

in
 t
hi

n
 f
ila

m
en

t

M
yo

si
n

th
ic

k 
fi
la

m
en

t

-A
ct

in
in

Z
-d

is
k

re
gi

on
I-

ba
n
d

re
gi

on
A

-b
an

d
re

gi
on

M
-l

in
e

re
gi

on

tit
in

 p
ho

sp
ho

ry
la

tio
n 

si
te

s

C
O

O
H

K
in

as
e

do
m

ai
n

PE
V

K
re

gi
on

N
2A

N
2B

N
H

2

Ри
с.

 1
. С

хе
ма

 р
ас

по
ло

ж
ен

ия
 т

ит
ин

а 
в 

са
рк

ом
ер

е 
и 

ег
о 

до
ме

нн
ая

 с
тр

ук
ту

ра
. 

(a
) 

– 
cх

ем
ат

ич
ес

ко
е 

из
об

ра
ж

ен
ие

 р
ас

по
ло

ж
ен

ия
 м

ол
ек

ул
 т

ит
ин

а 
в 

са
рк

ом
ер

е.
 П

ол
но

ра
зм

ер
ны

е 
мо

ле
ку

лы
 т

ит
ин

а,
 п

ол
уч

ив
ш

ие
 н

аз
ва

ни
е 

Т1
, п

ер
ек

ры
ва

ю
т 

ра
сс

то
ян

ие
 

от
 М

-л
ин

ии
 д

о 
Z-

ди
ск

а 
в 

са
рк

ом
ер

ах
 п

оп
ер

еч
но

-п
ол

ос
ат

ы
х 

мы
ш

ц 
по

зв
он

оч
ны

х.
 Ч

ас
ть

 м
ол

ек
ул

ы
 т

ит
ин

а,
 р

ас
по

ло
ж

ен
на

я 
в 

А
-з

он
е,

 п
ол

уч
ил

а 
на

зв
ан

ие
 Т

2.
 Н

а 
ка

ж
ду

ю
 

ми
оз

ин
ов

ую
 н

ит
ь 

в 
по

ло
ви

не
 с

ар
ко

ме
ра

 п
ри

хо
ди

тс
я,

 п
ре

дп
ол

ож
ит

ел
ьн

о,
 п

о 
ш

ес
ть

 п
ол

но
ра

зм
ер

ны
х 

мо
ле

ку
л 

ти
ти

на
. (

b)
 –

 д
ом

ен
на

я 
ст

ру
кт

ур
а 

ти
ти

на
. У

ка
за

ны
 д

ом
ен

ы
 

ти
ти

на
 (N

2B
, N

2A
, P

EV
K

, к
ин

аз
ны

й 
до

ме
н)

, а
 т

ак
ж

е 
уч

ас
тк

и 
фо

сф
ор

ил
ир

ов
ан

ия
 м

ол
ек

ул
ы

 т
ит

ин
а,

 р
ас

по
ло

ж
ен

ны
е 

в 
М

-л
ин

ии
, I

-з
он

е 
и 

Z-
ди

ск
е.

 А
да

пт
ир

ов
ан

о 
из

 [3
]. 



378 МИХАЙЛОВА и др. 

Таким образом, эти авторы впервые показали, что бета-адренергическая стимуляция 
посредством протеинкиназы А приводит к фосфорилированию титина в сердечной 
мышце млекопитающих [9]. 

В 1992 г. Labeit и соавт. выделили кДНК, кодирующие эпитопы части молекулы 
титина, расположенной в А-зоне саркомера, а также определили 30 т. п. н. (1000 кДа) 
первичной структуры титина [10]. Первое, на что обратили внимание эти авторы, было 
наличие каталитического домена серин/треониновой протеинкиназы, расположенного 
вблизи С-конца молекулы титина в М-линии саркомера [10]. Функция киназного доме-
на титина некоторое время была не ясна. Впоследствии было сделано предположение 
о роли киназного домена титина [11], а также способных к фосфорилированию KSP-
последовательностей, расположенных в С-концевой части молекулы титина в М-зоне 
саркомера [12], в миофибриллогенезе. Результаты, полученные в 2006 г. Musa и соавт. 
[13], подтвердили правильность высказанного предположения. С использованием ли-
нии эмбриональных стволовых клеток мыши было показано, что делеция участка гена 
титина (TTN), кодирующего М-область его молекулы, включающую и киназный домен, 
предотвращает формирование саркомеров на ранних стадиях миофибриллогенеза [13]. 
Роль киназного домена титина в зрелых поперечнополосатых мышцах заключается 
в регуляции экспрессии мышечных генов и белкового обмена в саркомерах [14, 15], 
а также в регуляции сократительной функции мышцы [16]. В частности, в статье [16] 
авторы разработали нокаут, с помощью которого можно индуцировать экспрессию ти-
тина с дефицитом М-линии у взрослых мышей, и исследовали роль киназного домена 
титина в функционировании сердечной мышцы. Эксперименты на изолированном сер-
дце показали, что у нокаутных мышей сократительный ответ на бета-адренергические 
агонисты и внеклеточный кальций снижается. В частности, было обнаружено сниже-
ние скорости поглощения кальция, что могло быть связано с уменьшением содержания 
кальмодулина, фосфоламбана и SERCA2. В конечном итоге у нокаутных мышей разви-
валась гипертрофия сердца и сердечная недостаточность, которая, по мнению авторов, 
была связана с активацией сигнального пути протеинкиназы C, но не митоген-акти-
вируемых протеинкиназ. Авторы заключили, что киназный домен титина выступает 
в качестве регулятора сократительной функции сердечной мышцы за счет изменения 
кальциевого гомеостаза и активности протеинкиназ. 

Исследования фосфорилирования последовательностей N-концевой части молекулы титина, 
расположенной в Z-диске саркомера 

Первые данные о последовательности N-концевой части молекулы титина были 
получены Sebestyén и соавт. в 1995 г. [17]. Авторы, используя тотальную мРНК, вы-
деленную из сердечной мышцы кролика, получили кДНК с целью определения по-
следовательности, кодирующей N-концевую часть молекулы титина. Для иденти-
фикации соответствующих клонов авторы использовали моноклональные антитела 
(Т12), связывающиеся с частью молекулы титина, расположенной вблизи Z-диска 
саркомера. Была получена последовательность размером 5.4 т. п. н. [17]. Кодируемый 
полипептид проявлял способность к ERK1-зависимому фосфорилированию in vitro. 
Впоследствии в N-концевой части молекулы титина были идентифицированы сайты, 
богатые серином/пролином, которые фосфорилировались in vitro с помощью ERK-ки-
назы и циклин-зависимой протеинкиназы-2 (CDC2) [18]. Анализ N-концевой после-
довательности титина выявил наличие «Z-повторов», содержащих 45 аминокислот-
ных остатков. Поскольку количество «Z-повторов» титина варьирует в разных типах 
мышц, авторы [17] высказали предположение о роли фосфорилирования сайтов N-кон-
цевой части молекулы титина в сборке Z-дисков различной толщины и механической 
прочности. 
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Исследования фосфорилирования последовательностей молекулы титина, расположенных 
в I-диске саркомера 

Растяжимая часть молекулы титина, расположенная в I-зоне саркомера, имеет мо-
лекулярную массу от ~0.8 до ~1.5 МДа в зависимости от изоформ титина и их изова-
риантов [19]. Эта часть молекулы титина состоит из растяжимых в разной степени 
эластичных последовательностей: проксимальной и дистальной областей иммуно-
глобулин-подобных доменов, а также уникальных последовательностей N2A, N2B 
и PEVK [20] (рис. 1). Альтернативный сплайсинг I-области титина, определяющий раз-
меры PEVK-последовательности и последовательностей иммуноглобулин-подобных 
доменов, является основой разнообразия изоформ титина и их изовариантов. К насто-
ящему времени известно, что в разных отделах сердца взрослых животных и челове-
ка экспрессируются две основные изоформы титина: короткая N2B-изоформа с мо-
лекулярной массой 2970 кДа и длинная N2BA-изоформа с молекулярными массами 
ее вариантов от 3200 до 3350 кДа [21, 22]. Более длинная (менее жесткая) N2BA-изо-
форма содержит N2A и N2B уникальные последовательности, тогда как более корот-
кая (более жесткая) N2B-изоформа содержит соответственно только N2B-уникальную 
последовательность [21–24]. Изоварианты N2BA-изоформы титина имеют также бо-
лее длинную PEVK-последовательность и большее количество растяжимых имму-
ноглобулин-подобных доменов [21, 22]. Функционирование описанных растяжимых 
элементов определяет титин как молекулярную пружину, развивающую вязкоупругое 
напряжение при растяжении саркомера («пассивное напряжение») [25–28] и развиваю-
щую «возвратную силу» при сокращении/сжатии саркомера [29]. Впоследствии было 
установлено, что содержание более эластичной N2BA- и более жесткой N2B-изоформ 
титина различается в разных отделах сердца у млекопитающих, включая человека [24, 
30–34]. Постепенно складывалось представление о том, что неодинаковое содержание 
N2BА- и N2B-изоформ титина и вследствие этого их разное соотношение в миокарде – 
это важная молекулярная детерминанта, определяющая различия жесткости кардио-
миоцитов и сердечной мышцы в целом. 

Научная парадигма, сложившаяся в конце XX века и связывающая вязкоупругие 
свойства титиновых молекул с жесткостью сердечной мышцы, получила развитие 
в XXI веке. Было высказано предположение, что изменения вязкоупругих свойств мо-
лекул титина могут происходить вследствие фосфорилирования/дефосфорилирования 
этого белка, что, в свою очередь, будет иметь последствия для диастолического на-
полнения и последующей систолической функции сердца через механизм, известный 
как закон Франка – Старлинга [35]. В связи с этим последовал цикл работ, связанных 
с фосфорилированием титина и влиянием этой посттрансляционной модификации на 
жесткость сердечной ткани. 

Как упоминалось выше, в 2002 г. Yamasaki и соавт. показали, что фосфорилиро-
вание титина в скинированных кардиомиоцитах крысы наблюдалось после бета-
адренергической стимуляции, активирующей протеинкиназу А [9]. При этом авторы 
обнаружили фосфорилирование только интактных молекул титина-1 (Т1), тогда как 
протеолитические Т2-фрагменты титина не подвергались фосфорилированию. Значи-
мость этой работы в то время была велика, поскольку методически было очень труд-
но оценить фосфорилирование титина вследствие его гигантских размеров, а также 
вследствие высокой деградации этого белка. Кроме того, авторами был получен еще 
один важный результат: опосредованное протеинкиназой А фосфорилирование титина 
значительно снижало пассивное напряжение, развиваемое изолированными кардиоми-
оцитами в ответ на их растяжение [9]. Эксперименты по фосфорилированию in vitro 
рекомбинантных фрагментов титина совместно с данными, полученными методом им-
муноэлектронной микроскопии, позволили Yamasaki и соавт. сделать заключение, что 
протеинкиназа А фосфорилирует N2B-последовательность титина. 



380 МИХАЙЛОВА и др. 

В 2005 г. Fukuda и соавт. [35] исследовали влияние опосредованного протеинки-
назой А фосфорилирования титина на изменение уровня пассивного напряжения 
скинированных препаратов сердечной ткани разных животных, имеющих различное 
N2BA/N2B соотношение. Обнаружено, что увеличение уровня фосфорилирования ти-
тина сопровождалось уменьшением уровня пассивного напряжения. Это уменьшение 
было более выражено в сердечной ткани с повышенным содержанием более жесткой 
(короткой) N2B-изоформы титина [35]. Авторы предположили, что опосредованное 
протеинкиназой А фосфорилирование титина способствует увеличению эластичности 
молекул титина, что, в свою очередь, способствует наполнению желудочков сердца 
за счет снижения жесткости их стенок. Позднее эти результаты, полученные на сер-
дечной мышце крысы и крупного рогатого скота [9, 35], подтвердились и на сердеч-
ной мышце человека [36]. Авторы [36] также предположили, что базальный уровень 
фосфорилирования титина в интактных мышцах, по-видимому, играет некую роль 
в определении уровня пассивного напряжения в норме [36]. Подобное предположение 
было высказано авторами на основании полученных ими данных, свидетельствующих 
о том, что если до обработки протеинкиназой А проводить дефосфорилирование ми-
офиламентов протеинфосфатазой 1, то последующее фосфорилирование титина было 
более значительным. 

Впоследствии были открыты сайты фосфорилирования в уникальной N2B-после-
довательности (N2Bus) титина. Так, S4185 является первым подтвержденным сайтом 
N2B-последовательности, фосфорилирование которого было опосредовано как про-
теинкиназой А, так и протеинкиназой G [37]. Было изучено влияние протеинкиназы 
G (PKG) на изменение уровня пассивного напряжения скинированных волокон до-
норских сердец и обнаружено значительное снижение этого уровня после обработки 
вышеуказанных мышечных образцов протеинфосфатазой 1. Данные in vitro, получен-
ные на отдельных молекулах титина, показали, что фосфорилирование протеинки-
назой G увеличивает изгибную жесткость N2B-последовательности, что согласуется 
с данными об уменьшении уровня пассивного напряжения скинированных волокон 
[37]. Таким образом, Krüger и соавт. показали, что опосредованное протеинкиназой G 
фосфорилирование титина сопровождается уменьшением жесткости скинированных 
волокон сердечной мышцы человека [37]. 

В 2013 г. Kötter и соавт. создали рекомбинантные конструкции N2B-последователь-
ности титина человека, крысы и собаки и проанализировали их фосфорилирование 
протеинкиназами A и G [38]. Было идентифицировано семь сайтов фосфорилирования 
в N2B-последовательности титина человека и крысы [38]. При этом было показано, 
что часть сайтов (S4010, T4065, S4065) фосфорилируется только протеинкиназой А, 
сайт S4092/S4099 – только протеинкиназой G. Сайты S3744 и S4185 фосфорилируют-
ся обеими протеинкиназами [38]. Сайт S4010 подвергается фосфорилированию также 
и ERK2-киназой [39]. Было высказано предположение, что это фосфорилирование на 
основе ERK2 снижает уровень пассивного напряжения, развиваемого молекулами ти-
тина при их растяжении. При этом авторы показали, что киназа ERK2 может фосфо-
рилировать и другие сайты в N2B-последовательности титина (S3873, S3915 и S3965). 
Известны также данные о фосфорилировании сайта S4062 кальций/кальмодулин-за-
висимой протеинкиназой II (CaMKIIδ) [40]. Фосфорилирование всех вышеуказанных 
сайтов в N2B-последовательности молекул титина сопровождалось уменьшением 
уровня пассивного напряжения кардиомиоцитов при их растяжении [37, 41]. 

Одной из важных киназ, участвующих в процессе фосфорилирования PEVK-по-
следовательности титина, является PKCα – преобладающая изоформа протеинкиназы 
С, экспрессируемая в сердце животных и человека, играющая важную роль в функци-
онировании миофиламентов, а также в развитии сократительной дисфункции и про-
грессировании сердечной недостаточности [42]. Было показано, что фосфорилирование 
PEVK-последовательности титина протеинкиназой С сопровождается увеличением 
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уровня пассивного напряжения, развиваемого кардиомиоцитами при их растяжении 
[43]. Авторы, используя масс-спектрометрию в сочетании с сайт-направленным мута-
генезом, выявили два сайта в области PEVK-последовательности сердечной N2B-изо-
формы, которые фосфорилируются PKCα (S11878 и S12022, или S26 и S170); при этом 
показано, что, когда эти два сайта мутируют на аланин, фосфорилирование эффективно 
прекращается [43]. Связь между PKCα, фосфорилированием PEVK-последовательности 
титина и пассивным напряжением была исследована и в работе других авторов [44]. Они 
показали, что PKCα-опосредованное фосфорилирование не влияло на уровень пассив-
ного напряжения в кардиомиоцитах мышей, у которых были генетически удалены сайты 
PEVK-последовательности титина [44]. Таким образом, данные, полученные в работах 
[43, 44], указывают на то, что опосредованное протеинкиназой С фосфорилирование 
PEVK-последовательности титина приводит к увеличению жесткости молекул этого 
белка и вследствие этого к увеличению жесткости кардиомиоцитов. 

В PEVK-последовательности титина обнаружены сайты, которые подвергаются 
фосфорилированию кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназой II (CaMKIIδ), 
а также протеинкиназой D [45, 46]. И если вклад опосредованного протеинкиназой D 
фосфорилирования титина обсуждается в контексте уменьшения уровня пассивного 
напряжения, то роль фосфорилирования PEVK-последовательности титина кальций/
кальмодулин-зависимой протеинкиназой II до конца не ясна. В 2013 г. Hidalgo и соавт. 
обнаружили, что в присутствии CaMKIIδ, Ca2+/кальмодулина и [γ-32P]-ATP наблюда-
лось фосфорилирование титина в скинированных волокнах левого желудочка сердца 
мыши [45]. Было обнаружено, что эта киназа фосфорилирует как N2B-, так и PEVK-
последовательности титина [40, 45]. Методом масс-спектрометрии [45] было выявлено 
пять сайтов фосфорилирования в PEVK-последовательности титина, распределенные 
более или менее равномерно по всей ее длине (S26, T70, T80, T117 и S170), из которых 
только S26 и S170 были высококонсервативны. Интересно, что мутация сайтов S26 
и S170 одновременно устраняла ~75% включения неорганического фосфата. Именно 
эти два сайта с высокой степенью достоверности подвергаются фосфорилированию 
протеинкиназой PKCα [43] и кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназой II 
[40, 45]. Вполне вероятно, что и CaMKIIδ, и PKCα могут фосфорилировать эти сай-
ты титина. Теоретически совместное фосфорилирование обоих этих сайтов титина 
может не вызвать изменения уровня пассивного напряжения, поскольку механиче-
ские эффекты способны нейтрализовать друг друга. Однако показано, что CaMKII-
опосредованное фосфорилирование титина сопровождалось уменьшением уровня 
пассивного напряжения (в основе которого лежат вязкоупругие свойства титиновых 
молекул) при растяжении кардиомиоцитов [40, 41]. Кроме того, известны данные, 
что уровень пассивного напряжения был выше в кардиомиоцитах мышей с двойным 
нокаутом CaMKIIδ/γ и ниже – в сердце у трансгенных мышей со сверхэкспрессией 
CaMKIIδ по сравнению с кардиомиоцитами мышей дикого типа. Принимая во вни-
мание вышесказанное, можно полагать, что CaMKII-опосредованное фосфорилирова-
ние N2B- и PEVK-последовательностей титина сопровождается уменьшением жест-
кости молекул этого белка и вносит вклад в уменьшение жесткости кардиомиоцитов 
и сердечной ткани в целом. 

В связи с вышесказанным необходимо обратить внимание на следующее. Нельзя 
исключить, что сродство CaMKIIδ может быть разным к N2B- и PEVK-последова-
тельностям титина. Вполне вероятно, что в растянутом саркомере сайты N2B-после-
довательности могут быть более доступными для фосфорилирования CaMKIIδ, чем, 
например, сайты PEVK-последовательности. В подтверждение этих слов можно при-
вести следующие данные. Недавно показано, что CaMKIIδ может фосфорилировать 
иммуноглобулин-подобные домены титина, расположенные в I-части его молекулы, 
при этом фосфорилируются они только после их разворачивания вследствие окисления 
[47]. Таким образом, подходить к интерпретации описанных выше результатов о роли 
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фосфорилирования титина в изменении вязкоупругих свойств его молекул необходимо 
с некой осторожностью. Необходимо также учитывать, что возможно существование 
достаточно большого количества еще не открытых потенциальных сайтов фосфорили-
рования титина, функциональное значение которых еще предстоит выяснить.

ИССЛЕДОВАНИЯ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ ТИТИНА ПРИ СЕРДЕЧНЫХ 
ПАТОЛОГИЯХ 

Фосфорилирование титина является наиболее изученной посттрансляционной мо-
дификацией титина, регулирующей не только жесткость его молекул, но и вследствие 
этого объем фракции сердечного выброса (изгнания) как при нормальной работе сер-
дца, так и при сердечной патологии. Особенно это касается тех пациентов, у которых 
сохраняется систолическая функция и объем фракции выброса левого желудочка, но 
наблюдается диастолическая дисфункция, а именно: замедленное расслабление и по-
вышенное диастолическое давление в левом желудочке. Установлено, что в основе 
этого явления лежит феномен эластической отдачи, который может быть объяснен 
наличием так называемой «возвратной силы», которая отодвигает концы миозиновых 
нитей от Z-линии. Титин и, в частности, наиболее вязкоупругая часть его молекулы – 
N2B-последовательность играют главную роль как в создании пассивного напряжения 
в покое (т. е. при низкой концентрации Са2+), так и в развитии «возвратной силы» в си-
столо-диастолическом переходе, что неоднократно было подтверждено в исследовани-
ях in vitro и in vivo на животных [29, 48, 49]. Впоследствии были обнаружены и кли-
нические корреляции, подтверждающие, что изменения изоформного состава титина 
(соотношения N2BA- и N2B-изоформ) имеют отношение как к диастолической, так 
и к систолической дисфункции левого желудочка у пациентов с сердечной недостаточ-
ностью, возникшей в результате неишемической дилатационной кардиомиопатии [50]. 

Первые сведения об уровне пассивного напряжения и фосфорилировании титина 
протеинкиназой А в кардиомиоцитах пациентов с сердечной патологией 

Надо отметить, что вплоть до 2002 г. исследователи получали противоречивые дан-
ные о жесткости патологического миокарда человека и животных. В частности, работы 
того времени на животных моделях дилатационной кардиомиопатии [51] и на моделях 
перегрузки давлением [31] демонстрировали увеличение жесткости миокарда. В то же 
время было выявлено снижение уровня пассивного напряжения в саркомерах сердеч-
ной мышцы пациентов с ишемической болезнью сердца с высоким конечно-диастоли-
ческим давлением левого желудочка [30]. Дело осложнялось еще разнообразием форм 
кардиомиопатий и отсутствием большого количества биоптатов. В 2004 г. Nagueh 
и соавт. впервые получили данные, свидетельствующие о корреляции между соот-
ношением N2BA- и N2B-изоформ титина и параметрами наполнения камеры левого 
желудочка сердца пациентов с терминальной стадией сердечной недостаточности, воз-
никшей в результате развития неишемической дилатационной кардиомиопатии [50]. 
В частности, авторы обнаружили прямую корреляцию между увеличением доли более 
эластичной N2BA-изоформы титина и уменьшением жесткости препаратов миокарда 
левого желудочка сердца пациентов. Эти изменения наблюдались на фоне увеличения 
конечного диастолического объема и уменьшения конечного систолического объема 
и фракции выброса сердечной мышцы пациентов. Авторы сделали заключение, что 
повышенная экспрессия N2BA-изоформы титина может отрицательно влиять на си-
столическую функцию, способствуя уменьшению конечного систолического объема 
и фракции выброса, но улучшать диастолическую функцию, способствуя увеличению 
эластичности миокарда. 
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Первые работы по исследованию взаимосвязи жесткости миокарда и ее коррекции 
с помощью изменения уровня фосфорилирования титина у пациентов с систоличе-
ской и диастолической дисфункциями были проведены около 20 лет назад [51–53]. Van 
Heerebeek и соавт. пришли к выводу, что пассивное напряжение, обусловленное вязко-
упругими свойствами молекул титина, в кардиомиоцитах пациентов с систолической 
дисфункцией значительно менее чувствительно к обработке протеинкиназой А, чем 
в кардиомиоцитах пациентов с сердечной недостаточностью с сохраненной фракцией 
выброса и диастолической дисфункцией [51]. В дальнейшем, в работе [52] из образ-
цов эндомиокардиальной биопсии двенадцати пациентов с сохраненной фракцией 
выброса (71 ± 11%) и диастолической дисфункцией были выделены одиночные кар-
диомиоциты. Кардиомиоциты, обработанные тритоном Х-100 для удаления мембран, 
растягивали до длины саркомера 2.2 мкм и активировали растворами, содержащими 
различные концентрации ионов Ca2+. По сравнению с кардиомиоцитами контрольной 
группы кардиомиоциты пациентов с диастолической дисфункцией развивали анало-
гичную общую изометрическую силу при максимальной концентрации Са2+, но их 
пассивное напряжение в отсутствие Са2+ (пассивное напряжение покоя) было почти 
в два раза выше. Введение протеинкиназы А в кардиомиоциты пациентов снижало 
уровень пассивного напряжения/жесткости до контрольных значений. Таким образом, 
были впервые получены данные о возможности коррекции жесткости миокардиальной 
ткани путем воздействия на нее протеинкиназы А [52]. Borbely и соавт. [53, 54] оконча-
тельно установили, что жесткость кардиомиоцитов зависит не только от соотношения 
более эластичной N2BA- и более жесткой N2B-изоформ титина, но и от изменений 
уровня фосфорилирования этого белка. Так, у пациентов с сердечной недостаточно-
стью впервые было обнаружено уменьшение уровня фосфорилирования N2B-изофор-
мы титина на фоне повышенной жесткости кардиомиоцитов [53, 54]. 

Итак, приведенные исследования показали, что существуют два отдельных фе-
нотипа сердечной недостаточности с разным ремоделированием левого желудочка: 
концентрическим – с нормальным размером полости левого желудочка, увеличенной 
толщиной стенки и повышенным соотношением массы и объема левого желудочка; 
и эксцентрическим – с дилатацией левого желудочка, нормальной или уменьшенной 
толщиной стенки и низкой фракцией выброса [52–55]. Эти работы позволили сделать 
предположение, что механизмы, ответственные за повышенную диастолическую жест-
кость сердца при диастолической дисфункции, могут различаться. В частности, важно 
было изучить, что является причиной болезни: ишемия, сопровождающаяся увеличе-
нием растяжимости миокарда, либо аортальный стеноз, гипертония и метаболические 
нарушения, требующие увеличения силы сокращений. 

Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде 
человека и животных при сердечной патологии, вызванной ишемией 

Понимание механизмов, поддерживающих сердечную функцию на ранней стадии 
после ишемии и инфаркта миокарда, и выявление процессов, инициирующих переход 
к дезадаптивному ремоделированию левого желудочка, представляют большой клини-
ческий интерес. Инфаркт миокарда увеличивает напряжение стенки жизнеспособного 
миокарда и инициирует раннее адаптивное ремоделирование в левом желудочке для 
поддержания сердечного выброса. Более поздние процессы ремоделирования вклю-
чают фиброзную реорганизацию, которая в конечном итоге приводит к сердечной не-
достаточности. В пионерской работе Neagoe и соавт., опубликованной в 2002 г. [30], 
было показано, что в левом желудочке пациентов с обширной ишемической болез-
нью сердца наблюдается увеличение доли более эластичной N2BA-изоформы титина 
и уменьшение доли более жесткой N2B-изоформы этого белка, что сопровождалось 
снижением обусловленной титином пассивной жесткости одиночных миофибрилл при 
их растяжении. 
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Исследования фосфорилирования титина при ишемии проводили, как правило, 
в условиях 20-минутной глобальной ишемии с последующей реперфузией, которая, как 
известно, активирует киназу CaMKIIδ [45]. В исследовании Hidalgo и соавт. [45] на изо-
лированном сердце мышей, подвергшихся протоколу ишемии-реперфузии, было обнару-
жено, что киназа CaMKIIδ достигает пика своей активности в течение трех минут после 
начала реперфузии. При этом не было обнаружено каких-либо изменений уровня фосфо-
рилирования сайтов S26 и S170 в PEVK-последовательности титина. Авторы предполо-
жили, что обнаруженное ими гиперфосфорилирование титина in vivo при ишемии может 
быть связано с увеличением уровня фосфорилирования N2B-последовательности этого 
белка. Позднее на модели инфаркта миокарда у мышей, вызванного ишемией с последу-
ющей реперфузией, были получены данные, указывающие на увеличение уровня фос-
форилирования CaMKIIδ-зависимого и PKCα-зависимого сайта S12022, расположен-
ного в PEVK-последовательности титина [56]. Обнаруженную при этом повышенную 
жесткость кардиомиоцитов мышей авторы объяснили как следствием гиперфосфорили-
рования PEVK-последовательности титина, так и следствием гипофосфорилирования 
N2B-последовательности этого белка. Работы последующих лет показали, что ишемия 
и кардиомиопатии имеют общие патомеханизмы, такие как повышение эластичности ти-
тина, однако при ишемии не было обнаружено изменений уровня фосфорилирования 
сайта S4010 в N2B-последовательности титина [57, 58]. 

Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде 
человека и животных при неишемической дилатационной кардиомиопатии 

Дилатационная кардиомиопатия (ДКМП) является основной причиной неишеми-
ческой сердечной недостаточности. Это заболевание характеризуется увеличением 
конечно-диастолического размера левого желудочка, снижением фракции выброса 
левого желудочка и наличием систолической дисфункции. ДКМП также может воз-
никать вследствие сопутствующих заболеваний, таких как диабет, инфекции, токсины 
(алкоголь и химиотерапевтические препараты) и высокое кровяное давление. Пример-
но в половине случаев развитие ДКМП обусловлено мутациями в более чем 50 генах, 
в основном кодирующих саркомерные и цитоскелетные белки [59]. В работе Makarenko 
и соавт. был проанализирован изоформный состав титина в левом желудочке сердца 
здоровых доноров-людей и в сердце 9 тяжело больных пациентов с ДКМП неишемиче-
ской природы [33]. Обнаружено увеличение доли N2BA-изоформы и уменьшение доли 
N2B-изоформы титина, а также уменьшение общего содержания этого белка в миокар-
де пациентов с ДКМП. Эти изменения сопровождались снижением уровня пассивной 
жесткости пучков волокон сердечной мышцы у пациентов. Авторы заключили, что 
обнаруженные изменения в титине и, в частности, увеличение доли более эластич-
ной N2BA-изоформы этого белка могут вносить вклад в улучшение диастолической 
функции миокарда пациентов с ДКМП, однако эти изменения, в свою очередь, могут 
способствовать ухудшению сократительной способности сердца во время систолы. 

Исследования пациентов с терминальной стадией дилатационной кардиомиопа-
тии выявили дефицит базального уровня фосфорилирования титина в сайтах, которые 
фосфорилируются протеинкиназами A и G [54, 60], по сравнению с донорскими сер-
дцами, что может способствовать диастолической дисфункции при сердечной недоста-
точности. Важно отметить, что ни PKA-зависимое, ни PKG-зависимое фосфорилиро-
вание не помогало снизить до контрольных значений повышенный уровень пассивной 
жесткости кардиомиоцитов у пациентов [54]. Возможно, изменение PKC-зависимого 
уровня фосфорилирования сайтов в PEVK-последовательности титина способствова-
ло поддержанию повышенного уровня пассивной жесткости кардиомиоцитов у паци-
ентов с сердечной патологией. 

Kötter и соавт. [38] в 2013 г. проанализировали влияние фосфорилирования сайтов 
в N2B- и PEVK-последовательностях титина на жесткость миокарда пациентов с дила-
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тационной кардиомиопатией. В этой работе ценно то, что в исследуемых образцах не 
были выявлены изменения в N2BA/N2B соотношении изоформ титина, тогда как были 
обнаружены изменения уровня фосфорилирования N2B- и PEVK-последовательностей 
титина. В частности, на фоне повышенной жесткости препаратов миокарда у пациен-
тов было выявлено гипофосфорилирование S4185, S4010 и S4099 сайтов в N2B-по-
следовательности и гиперфосфорилирование сайта S11878 в PEVK-последовательно-
сти титина. Авторы сделали следующие выводы: во-первых, гипофосфорилирование 
N2B-последовательности и гиперфосфорилирование PEVK-последовательности ти-
тина увеличивают жесткость сердечной мышцы при развитии патологии; во-вторых, 
изменения уровня фосфорилирования доменов титина могут быть важны для точной 
настройки пассивной жесткости миокарда и диастолической функции сердца. Сходные 
результаты были получены в работе Bollen и соавт., которые продемонстрировали ги-
пофосфорилирование PKA/ERK2-зависимого сайта S4010 у пациентов с ДКМП [57]. 

Исследования фосфорилирования титина в миокарде пациентов с ДКМП в целом со-
гласуются с данными, полученными на животных моделях, в том смысле, что в сравне-
нии с сердцами здоровых людей у пациентов наблюдается уменьшение уровня фосфори-
лирования как титина в целом, так и N2B-последовательности этого белка, тогда как по 
сайту S11878 в PEVK-последовательности титина наблюдается гиперфосфорилирова-
ние. В частности, сердечный титин был гипофосфорилирован по сайту S4010 в N2B-по-
следовательности титина в образцах левого желудочка сердца пациентов с тяжелой фор-
мой дилатационной кардиомиопатии [57] и идиопатической кардиомиопатии [58]. Сайт 
S4185 в N2B-последовательности титина был гипофосфорилирован у тяжело больных 
пациентов с ДКМП и диастолической дисфункцией [61, 62]. В большинстве описанных 
случаев эти изменения связаны с повышением жесткости кардиомиоцитов. Lakomkin 
и соавт. в 2020 г. [63] на доксорубициновой модели кардиомиопатии показали, что при 
диастолической дисфункции происходит замедление расслабления, сочетающееся с по-
вышением диастолического давления и мобилизацией анаэробного гликолиза. При этом 
выявлено увеличение общего уровня фосфорилирования титина, что коррелировало 
с почти двукратным увеличением доли более длинной N2BA-изоформы титина [63]. 
Сайт-специфическое гиперфосфорилирование сайта S11878 в PEVK-последовательно-
сти титина наблюдалось в образцах миокарда пациентов с тяжелой ДКМП и диастоличе-
ской дисфункцией [40, 61, 64]. Эти изменения сопровождались увеличением жесткости 
сердечной мышцы. Напротив, уровень фосфорилирования сайта S12022, также располо-
женного в PEVK-последовательности титина, не менялся при диастолической функции 
правого желудочка сердца у пациентов с легочной артериальной гипертензией [65]. 

Вышеуказанные относительно постоянные изменения уровня фосфорилирования 
титина на разных стадиях различных сердечно-сосудистых заболеваний могут казать-
ся несколько неожиданными, однако можно предположить, что эти изменения явля-
ются показателем адаптации сердца к новым условиям при развитии патологии. При 
этом факторов, модулирующих пассивную жесткость миофибрилл, помимо изменения 
изоформного состава титина или уровня его фосфорилирования, может быть больше. 
В частности, недавно показано, что развитие дилатационной кардиомиопатии, детер-
минированной мутациями в гене титина, приводящими к экспрессии укороченных мо-
лекул этого белка, сопровождается уменьшением жесткости миофибрилл сердечной 
мышцы человека [66]. В целом титин у пациентов с ДКМП участвует в механизме 
Франка – Старлинга не столько как пассивный эластичный компонент, сколько как ак-
тивный регулятор актин-миозинового взаимодействия. Возможно, что механизм Фран-
ка – Старлинга может быть одним из наиболее важных факторов патогенеза ДКМП, 
поскольку уменьшение жесткости сердечной мышцы (т. е. увеличение ее эластично-
сти, способности к большему растяжению) приводит к нарушению активации сокра-
щения в зависимости от длины растяжения саркомеров и мышцы в целом, т. е. приво-
дит к нарушению вышеуказанного механизма. 
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Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде 
человека и животных при гипертрофической кардиомиопатии 

Гипертрофическая кардиомиопатия характеризуется сохранением фракции вы-
броса левого желудочка, наличием диастолической дисфункции и обструкцией вы-
ходных путей. При этой патологии формируется жесткая неподатливая камера левого 
желудочка, которая препятствует диастолическому наполнению и повышает конечное 
диастолическое давление [67]. В конечном счете это заболевание может приводить 
к хронической ишемии миоцитов и их гибели и постепенному развитию систоличе-
ской дисфункции. Вследствие гипертрофии миокарда, как известно, экспрессия про-
теинкиназ А и G снижена, тогда как экспрессия PKCa, ERK2- и CaMKII-киназ, как 
правило, повышена. Raskin и соавт. [39] в 2012 г. в экспериментах in vitro, используя 
рекомбинантную N2B-последовательность титина человека (с 3750 по 4019 аминокис-
лотных остатков), обнаружили, что она является мишенью для ERK2-киназы. Авторы 
также заявили, что у человека мутация в TTN, кодирующем вышеуказанную область 
молекулы титина, сопровождается развитием гипертрофической кардиомиопатии, при 
которой наблюдается увеличение уровня фосфорилирования N2B-последовательно-
сти in vitro [39]. Известны данные [46] об увеличении жесткости сердечной мышцы 
пациентов с развитием гипертрофической кардиомиопатии. Повышенную жесткость 
сердечной мышцы пациентов авторы объясняют увеличением уровня фосфорилирова-
ния сайта S4062 N2B-последовательности и сайта S12022 PEVK-последовательности 
титина, что выявлено на фоне увеличения содержания и активности протеинкиназы 
CaMKII [46]. Авторы впервые продемонстрировали, что ключевой киназой, фосфо-
рилирующей титин при гипертрофической кардиомиопатии, является протеинкиназа 
D (PKD) – серин-треониновая киназа, которая относится к семейству CaMKII-киназ 
[46]. В частности, авторы обнаружили гиперфосфорилирование PKD-зависимого сай-
та S916 титина в миокарде пациентов с гипертрофической кардиомиопатией. Авторы 
также получили веские доказательства того, что введение протеинкиназы D в карди-
омиоциты мышей с нокаутом этой протеинкиназы приводило к снижению пассивной 
жесткости кардиомиоцитов, которая была выше у нокаутных животных [46]. Таким 
образом, авторы впервые выявили ранее неизвестную роль протеинкиназы D в регули-
ровании вязкоупругих свойств титина и вследствие этого жесткости кардиомиоцитов 
и сердечной мышцы в целом. 

Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде 
человека и животных при диастолической дисфункции неишемической этиологии 
В исследовании van Heerebeek и соавт. [55] на кардиомиоцитах пациентов с сахар-

ным диабетом было показано, что механизмы, ответственные за повышенную диасто-
лическую жесткость диабетического сердца, различаются при систолической и диа-
столической дисфункции: фиброз и возрастные изменения вносят вклад в развитие 
систолической дисфункции, тогда как повышенное пассивное напряжение кардио-
миоцитов в покое вносит вклад в сохранение фракции выброса [55]. Эта работа впо-
следствии дала развитие исследованиям диастолической дисфункции неишемического 
происхождения. За последние 20 лет нарастает объем свидетельств, что этому заболе-
ванию сопутствует высокая распространенность других заболеваний, таких как избы-
точный вес/ожирение, сахарный диабет, хроническая обструктивная болезнь легких 
и солечувствительная гипертензия. Были созданы многочисленные модели на живот-
ных (мышь, крыса, собака, свинья), которые имитируют заболевания сердца человека. 
Такие модели, как миокардит [68], легочная артериальная гипертензия, сужение аорты 
и сахарный диабет 2-го типа [69] позволили понять, в каком направлении происходят 
изменения изоформного состава титина и уровня фосфорилирования этого белка при 
патологических состояниях. 
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При моделировании стеноза аорты у мышей наблюдалось как уменьшение общего 
уровня фосфорилирования титина в сердце по сравнению со здоровыми контрольны-
ми группами [70], так и увеличение уровня фосфорилирования этого белка [71, 72]. 
Очевидно, противоречивые результаты относительно общего уровня фосфорилиро-
вания титина, наблюдаемые на животных моделях, могут быть связаны со стадией 
сердечной недостаточности, индуцированной в соответствующей модели. Например, 
тяжесть сердечной недостаточности может быть разной у мышей [71] и крыс [73], под-
вергшихся сужению аорты, в зависимости от уровня ее сужения. Сужение корня аорты 
или перевязывание аорты как модели для исследования диастолической дисфункции 
обычно приводит к эксцентрической гипертрофии левого желудочка из-за внутрисер-
дечной объемной перегрузки с чрезмерным отеком легких [74]. При стенозе аорты 
значительно повышается конечно-диастолическая жесткость левого желудочка и дав-
ление в нем, однако фракция выброса левого желудочка не снижается. Показано, что 
продолжительный стеноз аорты у мышей усугублял систолическую дисфункцию, что 
в конечном итоге приводило к сердечной недостаточности с низкой фракцией выброса 
[74]. Важно отметить, что подобные изменения редко наблюдаются у людей, а резуль-
таты моделирования длительного стеноза аорты на мышах не соответствуют клиниче-
ским результатам. Следовательно, нужно быть осторожнее, интерпретируя результаты 
моделирования диастолической функции на примере стеноза аорты [75]. Несмотря на 
это, моделирование стеноза аорты выявило некоторые общие тенденции. Так, Borbely 
и соавт. [54] в 2009 г., используя биопсии левого желудочка сердца пациентов со сте-
нозом аорты (без ишемической болезни сердца), обнаружили гипофосфорилирование 
N2B-последовательности титина, которое сопровождалось увеличением жесткости 
кардиомиоцитов при их растяжении в покое. При этом инкубация кардиомиоцитов 
в растворе, содержащем протеинкиназу А, восстанавливала уровень их пассивного 
напряжения. Последующие работы показали гипофосфорилирование PKG-зависимых 
сайтов N2B-последовательности титина: S4099 у собак с диастолической дисфункцией 
[76] и S4080 у крыс, подвергшихся стенозу аорты [73], а также PKA/ERK2-зависимых 
сайтов S4010 у собак с диастолической дисфункцией [76] и S991 у крыс со стенозом 
аорты [73]. В области PEVK-последовательности наблюдалось гиперфосфорилиро-
вание сайта S12884 у крыс со стенозом аорты [73]. Гипофосфорилирование сайтов 
S4099, S4185 и S4010 в N2B-последовательности титина и гиперфосфорилирование 
сайта S11878 в PEVK-последовательности этого белка было обнаружено также и в сер-
дечной ткани пациентов с ДКМП и гипертрофической кардиомиопатией [38]. При этом 
пассивное напряжение, развиваемое скинированными волокнами миокарда пациентов, 
было выше, чем в контроле. Авторы пришли к заключению, что гипофосфорилиро-
вание сайтов N2B-последовательности и гиперфосфорилирование PEVK-последова-
тельности титина могут действовать однонаправленно, повышая пассивное напряже-
ние/жесткость сердечной мышцы человека при развитии патологических изменений 
[38]. Таким образом, ряд исследований указывают на то, что изменения уровня фос-
форилирования в сайтах N2B- и PEVK-последовательностях титина сопровождаются 
увеличением жесткости кардиомиоцитов [38, 40, 73, 76, 77]. При этом инкубация in 
vitro выделенных кардиомиоцитов в растворе, содержащем протеинкиназу А, сопрово-
ждалась уменьшением вышеуказанной жесткости [77]. 

При моделировании стеноза аорты у мышей было показано, что сайты титина, 
фосфорилируемые протеинкиназой C, также могут играть важную роль в измене-
нии вязкоупругих свойств сердечной мышцы [71]. Так, при измерении пассивного 
напряжения миокарда было показано, что увеличение жесткости сердечной мышцы 
у мышей с сердечной недостаточностью связано как с фиброзом, так и с изменением 
вязкоупругих свойств молекул титина. При этом авторы обнаружили противоречащее 
вышеуказанным данным увеличение содержания более растяжимой N2BA-изоформы 
титина и уменьшение содержания более жесткой N2B-изоформы этого белка [71]. Что-
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бы выяснить вклад фосфорилирования титина в изменение вязкоупругих свойств его 
молекул, авторы провели вестерн-блоттинг с использованием антител, специфичных 
к некоторым фосфосайтам титина. В миокарде мышей с сердечной недостаточностью 
обнаружено гиперфосфорилирование сайтов титина, фосфорилируемых протеинкина-
зой А, а также сайта S11878 (S26) в PEVK-последовательности титина, фосфорилиру-
емого протеинкиназой C. При этом сайт S12022 (S170) в PEVK-последовательности 
титина, также фосфорилируемый протеинкиназой C, был гипофосфорилирован [71]. 
Авторы сделали вывод, что диастолическая дисфункция, индуцированная стенозом 
аорты, приводит к увеличению пассивной жесткости миокарда мышей как вследст-
вие фиброза, так и вследствие изменения вязкоупругих свойств молекул титина из-за 
гиперфосфорилирования сайта S11878 в PEVK-последовательности этого белка. При 
этом увеличение N2BA/N2B-соотношения изоформ титина не нормализовало пассив-
ную жесткость кардиомиоцитов мышей. По мнению авторов, изменения вязкоупругих 
свойств молекул титина вследствие фосфорилирования являются основным фактором 
повышения пассивной жесткости миокарда у мышей с сердечной недостаточностью. 

Диастолическая дисфункция у пациентов часто выявляется на фоне других заболе-
ваний, таких как избыточный вес/ожирение, сахарный диабет, хроническая обструк-
тивная болезнь легких и солечувствительная гипертензия. В частности, известно, что 
при стенозе аорты диастолическая дисфункция левого желудочка является чувстви-
тельным маркером дисфункции миокарда, вызванной сахарным диабетом II типа. Так, 
у пациентов c диастолической дисфункцией и повышенной жесткостью кардиомио-
цитов на фоне сахарного диабета II типа обнаружено гипофосфорилирование сайта 
S4099 N2B-последовательности титина из-за снижения активности протеинкиназы G 
и гиперфосфорилирование сайта S11878 в PEVK-последовательности этого белка из-
за повышенной активности протеинкиназы PKCα [64]. Однако важно подчеркнуть, что 
пациенты с диабетом принимали лекарства (инсулин, метформин, β-блокаторы), кото-
рые могли повлиять на изменения уровня фосфорилирования титина. 

Гипертензия также сопутствует диастолической дисфункции. В работе [65] обнару-
жено, что у пациентов с легочной артериальной гипертензией нарушение диастоличе-
ской функции правого желудочка вследствие повышенной жесткости кардиомиоцитов 
сопровождалось гипофосфорилированием следующих сайтов титина: PKA-зависи-
мого сайта S469 в N2B-последовательности и PKCα-зависимого сайта S12022 (S170) 
в PEVK-последовательности. При этом не было выявлено изменений уровня фосфо-
рилирования в PKCα-зависимом сайте S11878 (S26), расположенном в PEVK-после-
довательности титина [65]. В работе [78] показано, что у пациентов с легочной ар-
териальной гипертензией развитие диастолической дисфункции правого желудочка 
развивалось на фоне уменьшения общего уровня фосфорилирования титина, но при 
отсутствии изменений в N2BA/N2B-соотношении изоформ этого белка. 

В связи с тем, что диастолическая дисфункция у пациентов часто выявляется на фоне 
других заболеваний, указанных выше, адекватной моделью диастолической дисфункции 
можно считать модель гипертонической кардиомиопатии и гиперлипидемии у свиней 
[79]. С помощью этой модели авторы выявили развитие гипертрофии левого желудочка 
и дилатацию левого предсердия у свиней. Эти изменения сопровождались уменьшением 
общего уровня фосфорилирования титина и увеличением доли более жесткой N2B-изо-
формы этого белка, что может вносить вклад в увеличение жесткости миокарда. 

Итак, жесткость миокарда, основанная на вязкоупругих свойствах молекул титина, 
определяется соотношением его изоформ, а также уровнем фосфорилирования сайтов 
в эластичной I-части молекулы этого белка. Проведенные исследования показывают, что 
в ситуациях, когда требуется мобилизация растяжения миокарда, соотношение жест-
кость/эластичность сдвигается в сторону увеличения эластичности, а когда требуется 
усиление сокращений сердечной мышцы, то увеличивается жесткость молекул титина. 
При этом изменения уровня фосфорилирования титина все чаще признаются важным 
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молекулярным инструментом, вносящим вклад в патофизиологию заболеваний сердца. 
Эти данные о титине открывают новые терапевтические возможности для нормализации 
сократительной функции миокарда у пациентов с сердечными заболеваниями. 

Фосфорилирование титина как мишень для терапии 
Титин благодаря изменению экспрессии его изоформ и/или уровня его фосфорили-

рования все чаще признается в качестве ключевого молекулярного инструмента в па-
тофизиологии некоторых заболеваний сердца. В связи с этим титин является потен-
циальной мишенью для фармакологических манипуляций, составляя, таким образом, 
новую терапевтическую мишень. Терапевтические воздействия в этом направлении 
могут быть направлены как на изменение соотношения N2BA- и N2B-изоформ титина, 
так и на изменение уровня фосфорилировани я этого белка. 

Интересным и многообещающим подходом, предложенным недавно, является ис-
пользование полимеров ламинина в изменении жесткости сердечной мышцы путем 
изменения экспрессии N2BA- и N2B-изоформ титина [80]. Ламинины – это белки 
внеклеточного матрикса базальной мембраны кардиомиоцитов. Авторы [80] показа-
ли, что внутримиокардиальная ex vivo инъекция полиламинина в сердце крысы вы-
зывала увеличение в 1.9 раза экспрессии более эластичной N2BA-изоформы титина 
и уменьшение в 3.9 раза экспрессии более жесткой N2B-изоформы этого белка по 
прошествии 4 ч. 

Что касается парадигмы лечения сердечных заболеваний путем изменения уров-
ня фосфорилирования титина, то следует поговорить о диастолической дисфунк-
ции неишемического происхождения и ее сопутствующих заболеваниях, указанных 
выше, способных вызывать системное воспалительное состояние. Хроническое вос-
паление развивается при хронической обструктивной болезни легких, что является 
одновременно преморбидным признаком диастолической дисфункции [81] и факто-
ром смертности от сердечной недостаточности с сохраненной фракцией выброса [82]. 
При висцеральном ожирении жировая ткань инфильтрируется макрофагами, которые 
вызывают системное воспалительное состояние из-за секреции провоспалительных 
цитокинов [83]. Недавно было показано, что сопутствующие заболевания сопровожда-
ются более значительным ухудшением функции и структуры миокарда при диастоли-
ческой дисфункции, чем при артериальной гипертензии [84]. Это подтверждает до-
полнительное ухудшение диастолической дисфункции за счет таких механизмов, как 
нейроэндокринная активация [85] и недостаток высокоэнергетических фосфатов [86]. 
Было также показано, что системное воспалительное состояние, вызванное этими со-
путствующими заболеваниями, очевидно, проявляется в связи с высокими циркулиру-
ющими уровнями интерлейкина-6 (IL-6) и фактора некроза опухоли α (TNF-α). Уровни 
этих же цитокинов были повышены и у пациентов с диастолической дисфункцией [87]. 
Такое обилие новых данных о структуре, функциях и передаче сигналов в миокарде 
позволяет создать новую парадигму лечения диастолической дисфункции с помощью 
фосфорилирования титина. В частности, есть работы, показавшие, что ингибирование 
рецептора интерлейкина-6 модулирует иммунную реакцию и восстанавливает уровень 
фосфорилирования титина при экспериментальном миокардите. Так, Hirota и соавт. 
[88] продемонстрировали, что одновременная сверхэкспрессия IL-6 и рецептора IL-6 
у мышей вызывает концентрическую гипертрофию, типичную для гипертонической 
сердечной недостаточности. В другом исследовании [68] авторы применили антитела 
к рецептору IL-6 у мышей с целью улучшения сердечной дисфункции, развившейся на 
фоне миокардита, индуцированного вирусом Коксаки типа В. В миокарде пораженных 
мышей было выявлено уменьшение общего уровня фосфорилирования N2BA-изофор-
мы титина, тогда как уровень фосфорилирования N2B-изоформы не изменялся [68]. 
Однократная инъекция антитела MR16-1/tocilizumab к рецептору IL-6 нормализовало 
функцию сердечной мышцы и общий уровень фосфорилирования титина. 
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В связи с накопившимся объемом данных о том, что диастолической дисфункции 
сопутствуют гипертония, гиперлипидемия, и, как следствие, системное провоспали-
тельное состояние и снижение биодоступности оксида азота, становится очевидным, 
что падает содержание циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) и снижается 
активность протеинкиназы G в кардиомиоцитах. В свою очередь, как известно, низ-
кая активность протеинкиназы G способствует развитию гипертрофии и повышению 
жесткости кардиомиоцитов вследствие гипофосфорилирования титина. Нарушение 
регуляции пути цГМФ – протеинкиназа G тесно связано с ремоделированием сердца 
и развитием сердечной патологии. В настоящее время доступно множество веществ, 
которые стимулируют этот путь (см. недавний обзор о роли цГМФ в сердце [89]). Ин-
гибиторы фосфодиэстеразы-5А (такие как силденафил) и натрийуретический пептид 
B-типа, которые повышают уровень цГМФ, показали себя многообещающими в каче-
стве потенциальных средств лечения диастолической дисфункции в доклинических 
испытаниях. В частности, на модели диастолической дисфункции у собак было пока-
зано, что силденафил и натрийуретический пептид B-типа увеличивали уровень фос-
форилирования титина, уменьшали жесткость кардиомиоцитов и повышали растяжи-
мость левого желудочка [90]. 

Однако следует отметить, что несмотря на то, что вышеописанные методы лече-
ния были многообещающими в лабораторных условиях, расхождения в дозировках 
и метаболические различия между животными и людьми часто являются причиной 
неудач клинических испытаний [89]. Подобная ситуация – только одно из многих пре-
пятствий на пути поиска новых эффективных методов лечения сердечной недостаточ-
ности. Кроме того, сложность путей, таких как цГМФ-протеинкиназа G, означает, что 
регуляция промежуточных этапов пути также может быть непреднамеренно изменена 
и противодействовать желаемому эффекту лечения. Вероятно, поэтому использование 
ингибиторов фосфодиэстеразы-5А в исследовании RELAX не выявило значительного 
улучшения диастолической функции у пациентов, получавших лечение [90, 91]. Ана-
логичные испытания проводились с ингибиторами фосфодиэстеразы-9А, целью кото-
рых также было повышение концентрации цГМФ в сердце и улучшение сердечной 
функции [92]. При моделировании диастолической дисфункции у мышей показано, 
что ингибирование фосфодиэстеразы-9А уменьшало диастолическую жесткость лево-
го желудочка сердца [93]. 

Активаторы/стимуляторы растворимой гуанилатциклазы считаются также много-
обещающим средством лечения сердечной недостаточности с сохраненной фракцией 
выброса, поскольку было обнаружено, что они повышают уровни цГМФ, что приводит 
к увеличению активности протеинкиназ А, G и ERK2, и одновременно снижают актив-
ность киназ PKCα и CaMKIIδ [94, 95]. Однако эти результаты не были воспроизведены 
ни в клинических исследованиях VITALITY, ни в SOCRATES, так как не наблюдалось 
улучшения диастолической функции у пациентов с сердечной недостаточностью с со-
храненной фракцией выброса, получавших vericiguat – новый пероральный стимуля-
тор растворимой гуанилатциклазы [96, 97]. Тем не менее считается, что вышеуказан-
ные методы лечения могут быть успешными для подгруппы пациентов с нарушением 
передачи сигналов пути цГМФ – протеинкиназа G. 

В заключительной части этой главы следует остановиться на одном недавнем ис-
следовании, посвященном изучению роли метформина в улучшении диастолической 
функции сердца мыши при моделировании сердечной недостаточности с сохраненной 
фракцией выброса [98]. В частности, авторы использовали операцию по поперечному 
сужению аорты с введением дезоксикортикостерона ацетата для увеличения диастоли-
ческой жесткости сердечной мышцы у мышей, а также с целью достижения неперено-
симости этими животными физических нагрузок. У мышей, получавших метформин 
с питьевой водой, обнаружено уменьшение пассивной жесткости миокарда левого же-
лудочка, а также увеличение устойчивости к физическим нагрузкам. Эти изменения 
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наблюдались на фоне гиперфосфорилирования PKA-зависимых сайтов в N2B-после-
довательности титина, что, как известно, сопровождается уменьшением жесткости 
молекул титина. Уровень фосфорилирования PEVK-последовательности титина в ми-
окарде мышей, получавших метформин, не изменялся [98]. Принимая во внимание 
известные данные, что метформин улучшал диастолическую функцию у пациентов 
с диабетом, авторы сделали осторожное предположение о возможном терапевтиче-
ском использовании этого вещества в лечении диастолической дисфункции и сердеч-
ной недостаточности с сохраненной фракцией выброса [98]. Другими перспективными 
терапевтическими средствами, способствующими уменьшению пассивной жесткости 
миокарда при развитии диабетической кардиомиопатии, считаются инсулин [64] и ней-
регулин-1 (NRG-1) [99].

Таким образом, фосфорилирование титина, изменяющее вязкоупругие свойства 
миокарда, представляет собой потенциальную мишень для терапевтического вмеша-
тельства у пациентов с сердечными патологиями. Данные, приведенные в нашем об-
зоре, демонстрируют положительное влияние на жесткость кардиомиоцитов, в основе 
которой лежат изменения уровня фосфорилирования титина, таких препаратов, как 
силденафил, ингибитор фосфодиэстеразы 5А, натрийуретический пептид головного 
мозга (активатор гуанилатциклазы), метформин, инсулин и нейрегулин-1.
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The Role of Titin Phosphorylation in Changes in Myocardial Stiffness 
in Cardiomyopathies 

G. Z. Mikhailovaa, I. M. Vikhlyantseva, ٭, and V. L. Lakomkinb

aInstitute of Theoretical and Experimental Biophysics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, 
Moscow Region, Russia

bNational Cardiology Research Center, Moscow, Russia
*e-mail:ivanvikhlyantsev@gmail.com

The review provides a brief analysis of current knowledge about such post-translational 
modifi cation of titin as phosphorylation, with an emphasis on the changes that occur during 
the development of heart diseases. Studies conducted using animal models of heart disease, 
as well as using biomaterial from cardiac tissue from patients with various pathologies, show 
changes in the level of titin phosphorylation in comparison with healthy controls. As a rule, 
hyperphosphorylation of the S11878 site and hypophosphorylation of the S12022 site in the 
PEVK sequence of titin are observed, as well as changes in the level of phosphorylation of 
sites in the N2B sequence of this protein during the development of pathological changes. 
The functional effect of these changes is an increase in the stiffness of cardiomyocytes and 
cardiac muscle as a whole, which is based on the viscoelastic properties of titin, changes in 
which, in turn, are observed due to hypo- or hyperphosphorylation of certain sites of this 
protein. The review also provides a description of a number of therapeutic interventions 
aimed at changing the level of titin phosphorylation, which are considered as a way to 
change the viscoelastic properties of pathological myocardium in order to normalize its 
contractility. 

Keywords: cardiac muscle, titin, phosphorylation, heart diseases 
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