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Методами ПЦР длинных фрагментов и нанопорового секвенирования исследованы изменения
альтернативного сплайсинга мРНК титина в m. soleus крысы после семисуточной гравитационной
разгрузки (модель вывешивания задних конечностей). Обнаружено увеличение доли более корот-
ких транскриптов титина в m. soleus вывешенных крыс, что может приводить к трансляции более ко-
ротких вариантов N2A-изоформы этого белка. В ядерной фракции m. soleus контрольных и выве-
шенных крыс не выявлено достоверных различий в содержании Rbm20 – РНК-связывающего бел-
ка, участвующего, как показано ранее, в регуляции альтернативного сплайсинга мРНК титина в
сердечной мышце млекопитающих. Можно предположить, что Rbm20 не участвует в регуляции аль-
тернативного сплайсинга мРНК титина в скелетной мышце m. soleus у крысы.
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Титин (тайтин/коннектин) – самый большой
из известных на сегодняшний день белков. Он от-
носится к эластичным белкам саркомерного ци-
тоскелета поперечнополосатых мышц позвоноч-
ных животных и человека. В саркомерах сердеч-
ной и скелетных мышц млекопитающих титин
является третьим по количеству (после актина и
миозина) белком. Его молекулы диаметром 3–4 нм
и длиной более 1 мкм [1] перекрывают половину
саркомера от М-линии до Z-диска, формируя тре-
тий тип нитей [2, 3], получивших название эла-
стичных. В А-зоне саркомера титин взаимодей-
ствует с миозиновыми нитями [4]. В I-диске
саркомера некоторые части молекулы титина
взаимодействуют с актиновыми нитями [5], одна-
ко большая часть его молекулы в этой зоне прохо-
дит свободно, соединяя концы миозиновых ни-
тей с Z-диском. Главные функции титина заклю-
чаются в стабилизации саркомерной структуры,
регуляции актин-миозинового взаимодействия,
а также придании мышце упруго-эластичных
свойств, необходимых ей для нормального функ-
ционирования: сокращения и растяжения [3, 6].

У млекопитающих титин кодируется одним ге-
ном, который содержит 364 экзона, из которых
363 являются кодирующими [7–9]. Ген титина (TTN)
способен потенциально кодировать белок с моле-
кулярной массой 4.2 МДа в состав которого могут
входить: 152 иммуноглобулин-подобных домена
(Ig), 132 фибронектин III-подобных домена
(FnIII), протеинкиназный домен, 31 домен PEVK
и 7 Z-повторов (UniProtKB – Q8WZ42, TITIN_
HUMAN). Альтернативный сплайсинг мРНК ти-
тина является основой разнообразия изоформ этого
белка. В частности, растяжимая часть молекулы
титина в I-зоне саркомера у разных изоформ
имеет массу от ~0.8 до ~1.5 МДа в зависимости от
количества присутствующих в ней доменов [10].
Ген TTN генерирует различные транскрипты, ко-
дирующие разные по длине и, соответственно,
молекулярной массе изоформы титина: так назы-
ваемые полноразмерные изоформы с м.м. ~3.0–
3.9 МДа (N2B и N2BA в сердце, N2A в скелетных
мышцах), молекулы которых протягиваются от
М-линии до Z-диска в саркомерах, а также укоро-
ченную изоформу с м.м. ~ 0.7 МДа (Novex-3) [7, 11].
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N-конец этой короткой изоформы титина распо-
ложен в Z-диске, а С-конец, предположительно,
связывается в I-зоне саркомера с обскурином –
другим гигантским эластичным белком попереч-
нополосатых мышц млекопитающих [7, 12].
Недавно обнаружена еще одна укороченная
изоформа титина, получившая название Cronos
(м.м. ~2.2 МДа) [13, 14]. Эта изоформа возникает
в результате альтернативного сайта старта тран-
скрипции >150 т. п. н., расположенного дальше от
канонического промотора в интроне 239 TTN.
Предполагается, что Cronos состоит из доменов
дистальной I-зоны, A-зоны и M-линии молекулы
титина [15].

Проведенные за последние 20 лет исследова-
ния показали, что титин является интересным
объектом для изучения при различных адаптаци-
онных и патологических состояниях, в том числе,
при гравитационной разгрузке. Исследования в
этом направлении выявили, что развитие мышеч-
ной атрофии в условиях гравитационной разгруз-
ки сопровождается повышенным протеолизом
титина и снижением его содержания как в мыш-
цах человека [16], так и животных [17–21]. При
этом обнаружены изменения изоформного соста-
ва тяжелых цепей миозина (ТЦМ): увеличение
доли “быстрых” изоформ II ТЦМ и уменьшение
доли “медленной” I изоформы ТЦМ [22, 23]. Из-
менения изоформного состава титина, индуциру-
емые гравитационной разгрузкой, не выявлены.
Тем не менее, они вполне вероятны. Это предпо-
ложение основывается на следующих данных.
Показано, что в скелетной мышце m. soleus, со-
стоящей преимущественно из волокон, содержа-
щих “медленную” изоформу I ТЦМ, экспресси-
руется вариант N2A-изоформы c молекулярной
массой 3.7 МДа [7, 11, 24, 25]. В других скелетных
мышцах, состоящих преимущественно из воло-
кон, содержащих “быстрые” изоформы II ТЦМ,
экспрессируются варианты N2A-изоформы с
м.м. ~3.3–3.6 МДа, которые имеют более корот-
кую последовательность из Ig-доменов в I-зоне
саркомера [7, 11, 24, 25]. Учитывая эти данные, а
также вышеупомянутые “slow-to-fast” изменения
изоформного состава ТЦМ [22, 23], можно пред-
положить, что в m. soleus крысы в условиях грави-
тационной разгрузки должно наблюдаться увели-
чение доли или появление транскриптов, кодиру-
ющих более короткие варианты основной (с м.м.
3.7 МДа) N2A-изоформы титина. Проверка этого
предположения являлась главной задачей насто-
ящей работы. Второй задачей являлось исследо-
вание возможного влияния Rbm20 (РНК-связы-
вающего белка) на альтернативный сплайсинг
мРНК титина в m. soleus крысы. Эта задача была
поставлена в связи с ранее опубликованными
данными, указывающими на участие Rbm20 в ре-
гуляции альтернативного сплайсинга мРНК ти-
тина в сердечной мышце млекопитающих [26].

МЕТОДИКА
Для определения возможных вариантов сплай-

синга транскриптов титина были использованы
образцы камбаловидной мышцы (m. soleus), взя-
тые из эксперимента, проведенного в 2019 г., по
моделированию семисуточной гравитационной
разгрузки у крыс. Использовали самцов крыс Ви-
стар (210 ± 10 г, виварий ИТЭБ РАН, г. Пущино).
Моделирование функциональной разгрузки про-
водили по стандартной методике Ильина–Нови-
кова в модификации Morey–Holton [27, 28] – вы-
вешивание задних конечностей крысы. После
эвтаназии крыс трибромэтанолом (240 мг/кг ин-
траперитонеально, Sigma–Aldrich) m. soleus взвеши-
вали, замораживали в жидком азоте и хранили
при –75°С. Более подробное описание этой мето-
дической части представлено в работе [29].

Для определения вариантов сплайсинга тран-
скриптов титина использовали метод ПЦР длин-
ных фрагментов. Суммарную РНК экстрагирова-
ли из 4–6 мкг замороженной m. soleus при помо-
щи набора RNeasyMicroKit (QIAGEN, Германия)
по протоколу изготовителя. Определение кон-
центрации РНК проводили на спектрофотометре
UV 2450 (SHIMADZU, Япония). Показания сни-
мали в диапазоне от 200 до 320 нм. Пробу перед
измерением разводили в 21 раз в TE-буфере (10 мМ
трис, 1 мМ ЭДТА, pH 8.0). Измерение каждой
пробы проводили не менее трех раз в кювете для
микрообъемов. Чистоту образцов оценивали ис-
ходя из соотношений показателей поглощения
при различных длинах волн. Соотношение А260/А280
и А260/А230 экспериментальных образцов было >2.0,
это указывало на то, что они являлись достаточно
чистыми от белков, углеводов, пептидов, фено-
лов или ароматических соединений [30].

Обратную транскрипцию проводили с ис-
пользованием высоко процессивной обратной
транскриптазы Maxima H minus (Thermo, США),
при этом в качестве праймеров использовали
случайные гексануклеотиды (в концентрации
25 пмоль на реакцию) и oligo(dT) праймер
(в концентрации 25 пмоль на реакцию) с по-
следовательностью 5'-ACTTGCCTGTCGCTC-
TATCTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3'.

Образцы для секвенирования транскриптов
титина подготавливали с использованием метода
ПЦР длинных фрагментов (длина ампликона до-
стигает более 10000 п. н.). Для этого весь тран-
скрипт титина был разбит на фрагменты, после-
довательно включающие следующие экзоны: 1–40,
40–50, 49–78, 78–116, 115–175, 175–221, 220–258,
257–287, 281–290, 289–297, 296–317, 316–328.
К фрагментам с помощью программы Primer3
подбирали праймеры для последующей ампли-
фикации данных фрагментов с перекрытиями для
каждого последующего фрагмента около 100 нп.

Праймеры были следующие:
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с 1 по 40 экзон (9563 п. н.) 1–40 F TCGGAGAT-
GGTTGGAAAAAC; 1–40 R GGACATCCCTG-
CCTTCTACA; 40 по 50 экзон (9559–14645) 40–
50 F AATATGTCCACCGCCTTCTG; 40–50 R
CATTAGCCACCACACATTCG (5025 п. н.); с 49 по
78 экзон (14085–22526) 49–78 F CCTCCATTG-
CAAGCTGAAAG; 49–78 R CGTTAGTGGCTTTG-
CAGTGA (8336 п. н.); с 78 по 116 экзон (22248–
30 668) 78–116 F AGTGTGAGATTTCGGGAACG;
78–116 R CGGTGTGAGAGGCAAAGAAC (8334 п. н.);
со 115 по 175 экзон (30504–36311) 115–175 F
ACAAAAACCTTCCCGGACTC; 115–175 R
GCACTTTTAGCGGTGTAGGC (5702 п. н.);
со 175 по 221 экзон (36231–45395) 175–221 F GC-
CCACAGCTGAAAAGAAAG; 175–221 R CTTTG-
GTGATGTCGGAAGGT (8909 п. н.); с 220 по
258 экзон (45093–55094) 220–258 F GACCTC-
CAACTCGCCTAGAA; 220–258 R GTCTGGC-
CATCTCTGAGACC (9904 п. н.); с 257 по 282 экзон
(54 483–64778) 257–287 F CCAAAGAGCCTATC-
CATCCA; 257–287 R TCAGACTGAACGG-
GTTCTCC (10117 п. н.); с 281 по 290 экзон
(63894–73234) 281–290 F GGTGGCCATAAATT-
GACAGG; 281–290 R TAAATCGCGTTTCT-
CAACGA (9219 п. н.); с 289 по 297 экзон (73067–
83699) 289–297 F TGGACCAAACCTGTGTACGA;
289–297 R GCTCGGACTCGGAAGATGTA
(10 511 п. н.); с 296 по 317 экзон (83112–93488)
296–317 F CGAGCCTACGATTGAGTGGT; 296–
317 R TCTGCTGAGACACGGAAATG (10215 п. н.);
с 316 по 328 экзон (92 601–103 961) 316–328 F
GGGAAAACCACAAAATCCAA; 316–328 R
CAGCTTCATTGGTGGTGATG (11201 п. н.).
Для повышения качества покрытия дополни-
тельно амплифицировали 5' конец кДНК с пря-
мым праймером 316–328 F и обратным прайме-
ром с последовательностью ACTTGCCTGTC-
GCTCTATCTTC.

ПЦР на основе полученной кДНК проводили,
используя набор для ПЦР LongAmp MasterMix
(NEB, Великобритания), который позволяет по-
лучить длинные ампликоны. Реакцию проводили
по схеме 95°С – 5 мин, 95°С – 15 с, 60°С – 20 с,
65°С – 9 мин (35 циклов) и 65°С – 9 мин (финаль-
ная элонгация). Ампликоны анализировали с по-
мощью агарозного гель-электрофореза.

Нанопоровое секвенирование. Библиотеку для
секвенирования на основе полученных амплико-
нов готовили с помощью набора Ligation Sequenc-
ing Kit (SQK-LSK109, Oxford Nanopore Technologies,
Великобритания), согласно прилагаемым прото-
колам. Для мультиплексирования библиотек ам-
пликонов использовали набор Native Barcoding
Expansion 1–12 (PCR-free) (EXPNBD104, Oxford
Nanopore Technologies, Великобритания), который
позволяет произвести баркодироание до 12 образ-
цов. Процедуру баркодирования осуществляли
согласно прилагаемым протоколам. Секвениро-
вание проводили на приборе MinION (Oxford

Nanopore Technologies, Великобритания), исполь-
зуя проточную ячейку R9.4.1. (FLO-MIN106D,
Oxford Nanopore Technologies, Великобритания) и
программное обеспечение MinKNOW (v. 19.12.5,
Oxford Nanopore Technologies, Великобритания).
Секвенирование проводили до достижения объе-
ма данных 2 Гбаз.

Анализ полученных данных секвенирования. По-
лученные первичные данные обрабатывали и
демультиплексировали с помощью бейзколлера
Guppy 4.0.0 (Oxford Nanopore Technologies, Велико-
британия). Анализ результатов секвенирования
производили программой minimap2, с помощью
которой выполняли выравнивание отсеквениро-
ванных последовательностей на референсную
последовательность – полноразмерную сборку
предсказанного транскрипта титина крысы
(XM_039106393.1). Генерацию консенсусных по-
следовательностей и визуализацию данных вы-
полняли программой Unipro UGENE.

Вестерн-блоттинг Rbm20. С целью выяснения
возможной роли Rbm20 в регуляции альтернатив-
ного сплайсинга мРНК титина, методом Ве-
стерн-блоттинга определяли содержание этого
белка в ядерной фракции m. soleus крысы. Для
экстракции ядерной фракции использовали на-
бор “NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Re-
agents” (Thermo Scientific). Перед проведением
ДСН-гель-электрофореза определяли концен-
трацию суммарного белка методом Бредфорда по
протоколу изготовителя (“Силекс”, Россия).
В качестве стандарта использовали бычий сыво-
роточный альбумин. На дорожки наносили оди-
наковые объемы образцов, выравненных по кон-
центрации суммарного белка. Образцы экспери-
ментальных групп загружались на один гель с
маркерами молекулярных весов. ДСН-гель-элек-
трофорез Rbm20 и Lamin B (ядерного рефе-
ренсного белка) проводили в 10-процентном раз-
деляющем ПААГ по методу [31], используя мини-
систему “Bio-Rad Laboratories” или “Helicon”
(Россия) (размер геля 10.0 × 10.0 × 0.1 см). Элек-
трофорез проводили при силе тока 15 мА при тем-
пературе +20–22°С. После электрофореза гели
переносили в установку для электропереноса
белков на мембрану. Электроперенос проводили
в буфере (25 мМ Tris (pH 8.3), 192 мМ глицин,
20-процентный этанол, 0.04-процентный Ds-Na)
на PVDF мембрану при силе тока 100 мА в тече-
ние 2–3 ч при температуре 4°C в системе mini
Trans-Blot (“Bio-Rad Laboratories”). После элек-
тропереноса PVDF мембраны блокировали в рас-
творе 5-процентного сухого молока (“Bio-Rad
Laboratories”) в PBS буфере 1 ч при комнатной
температуре, затем помещали в раствор первич-
ных антител на 2 ч. Для выявления белковых по-
лос были использованы следующие первичные
антитела: к Rbm20 (Rbm20 Polyclonal Antibody
PA5-19403, ThermoFisher Scientific, 1 : 500), к
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Рис. 1. Результаты выравнивания последовательностей секвенированных ампликонов (серые линии) транскриптов
титина на референсную последовательность титина крысы (XM_039106393.1); m. soleus крыс контрольной группы.
Слева и справа показаны начало и конец, соответственно, последовательности референса, которая представлена в по-
следовательностях ампликонов. Цифрами обозначены номера экзонов.

50 78 220 257 283 284 290 297

Lamin B (ab16048, Abcam, 1 : 500). Мембраны от-
мывали от первичных антител в PBS буфере 3 раза
по 5 мин на шейкере и инкубировали 1 ч со вто-
ричными антителами, конъюгированными со
щелочной фосфатазой (ab97048, Abcam, 1 : 3000).
Для визуализации белковых полос использовали
раствор NBT/BCIP (“Roche”, Германия). PVDF
мембраны фотографировали, а затем проводили
денситометрическую обработку с помощью ком-
пьютерной программы Total Lab v. 1.11 (Newcastle
Upon Tyne, Великобритания). Содержание Rbm20
нормировали на содержание Lamin B (ядерного
референсного белка).

Статистическую обработку результатов по из-
менению содержанию Rbm20 проводили с ис-
пользованием непараметрического U-критерия
Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 и 2 показаны результаты выравнива-
ния, полученные в результате секвенирования
ампликонов транскрипта титина из образцов
контрольной группы (n = 3) и группы с 7-суточ-
ным вывешиванием (n = 3). Полных сборок тран-

скрипта получить не удалось, и поэтому пока не-
возможно провести количественную оценку о
степени вероятности присутствия или отсутствия
того или иного экзона в полученных транскрип-
тах. Однако анализ данных маппирования пока-
зал, что во всех исследуемых образцах наблюдает-
ся чрезвычайно разнообразная картина вариан-
тов транскриптов, которые включают различное
количество экзонов в сравнении с референсным
транскриптом титина крысы (XM_039106393.1).
В целом, можно отметить следующие закономер-
ности распределения количества транскриптов
титина в m. soleus крысы. У большинства мРНК-
транскриптов титина m. soleus крысы отсутство-
вали экзоны с 50 по 78, с 220 по 257, 283, 284, а
также отсутствовала последовательность экзонов
с 297 и до конца референсного транскрипта титина.
Последнее, по всей видимости, является следстви-
ем того, что не прошло полноценное амплифици-
рование 3'-концевой последовательности мРНК.

Однако наблюдались и отличительные осо-
бенности транскрипционных вариантов мРНК
титина m. soleus контрольных и вывешенных
крыс. В частности, примерно 20% мРНК-тран-
скриптов титина m. soleus контрольной группы
имели более длинные последовательности, со-
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держащие экзоны с 50 по 78, с 220 по 257, 283 и 284
(рис. 1). Такие более длинные мРНК-транскрип-
ты не наблюдались или были представлены в зна-
чительно меньшем количестве в m. soleus выве-
шенных крыс (рис. 2). Кроме этого, примерно
50% мРНК-транскриптов титина m. soleus выве-
шенных крыс не содержали экзоны с 290 по 297,
которые всегда присутствовали в контрольных
мРНК-транскриптах (рис. 1, 2).

Таким образом, обнаружили, что семисуточ-
ная гравитационная разгрузка сопровождается
изменениями альтернативного сплайсинга мРНК
титина в сторону увеличения доли более корот-
ких транскриптов в m. soleus крысы. Можно пола-
гать, что эти изменения будут приводить к транс-
ляции (синтезу) и более коротких вариантов
N2A-изоформы титина в m. soleus вывешенных
крыс, по сравнению с животными контрольной
группы.

Обсуждая полученные результаты, необходи-
мо отметить следующее. В опубликованной рабо-
те [32], был исследован альтернативный сплай-
синг мРНК титина в 12 скелетных мышцах, в том
числе и в m. soleus, у человека. Проведение РНК-
секвенирования (одноконцевые прочтения) на
приборе NextSeq500 с последующим анализом
данных с помощью различных биоинформатиче-
ских программ показало, что ряд экзонов титина
имели невысокую вероятность включения, ины-
ми словами – повышенную вероятность пропус-
ка в процессе альтернативного сплайсинга мРНК
титина. В частности, вероятность включения в

транскрипты мРНК таких экзонов как: 150, 159,
167–171, 213–217 составляла от 2 до 26% [32]. При
этом экзоны 160–166 отсутствовали в транскрип-
тах мРНК титина скелетных мышц человека.
Сравнивая эти результаты с полученными нами,
можно заметить несовпадение “выпадающих”
экзонов в мРНК-транскриптах человека и крысы.
Это, по-видимому, является следствием видовых
различий альтернативного сплайсинга мРНК ти-
тина.

На рис. 3 представлены результаты Вестерн-
блот анализа содержания Rbm20 в ядерной фрак-
ции m. soleus крыс двух исследуемых групп. При-
нимая во внимание полученные нами данные об
изменениях альтернативного сплайсинга мРНК
титина в m. soleus крыс в условиях гравитацион-
ной разгрузки (рис. 1, 2), можно предположить,
что должно происходить увеличение содержания
Rbm20 в ядерной фракции камбаловидной мыш-
цы вывешенных крыс. Это предположение было
сделано на основании данных, полученных в ра-
боте [26], в которой авторы выявили корреляцию
между содержанием Rbm20 в ядерной фракции
кардиомиоцитов крысы и содержанием более ко-
ротких или более длинных изоформ титина. В ра-
боте [26] было использовано 3 группы крыс: кон-
трольная группа; крысы с гетерозиготной мута-
цией в гене белка Rbm20 (содержание данного
белка было достоверно снижено в отличие от
контроля); крысы с гомозиготной мутацией в ге-
не данного белка (Rbm20 не экспрессировался).
Было обнаружено, что у гетерозиготных крыс при

Рис. 2. Результаты выравнивания последовательностей секвенированных ампликонов (серые линии) транскриптов
титина на референсную последовательность титина крысы (XM_039106393.1); m. soleus вывешенных крыс. 
Пояснения см. рис. 1.

50 78 220 257 283 284 290 297
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уменьшении содержания Rbm20 наблюдалось
увеличение содержания более длинной N2BA
изоформы титина (м.м. ~3.3 МДа) и уменьшение
содержания более короткой N2B изоформы этого
белка (м.м. ~3.0 МДа). У гомозиготных крыс
(у которых Rbm20 не синтезировался) экспресси-
ровалась только одна – наиболее длинная N2BA-G
изоформа титина с молекулярной массой ~3.9 МДа
[26]. Учитывая эти данные можно было ожидать,
что обнаруженное нами увеличение доли более
коротких мРНК-транскриптов титина будет со-
провождаться увеличением содержания Rbm20
в ядерной фракции m. soleus вывешенных крыс.
Полученные результаты не подтвердили это
предположение. Не выявлено статистически зна-
чимых различий в содержании Rbm20 в ядерной
фракции m. soleus крыс контрольной группы
(n = 7) и группы 7-суточного вывешивания (n = 7)
(рис. 3). Можно сделать предположение, что
Rbm20 не участвует в регуляции альтернативного
сплайсинга мРНК титина в скелетной мышце
m. soleus у крысы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, впервые были выявлены изменения аль-
тернативного сплайсинга мРНК титина в m. soleus
крысы в условиях моделируемой гравитационной

разгрузки. Было обнаружено, что семисуточная
гравитационная разгрузка сопровождается изме-
нениями альтернативного сплайсинга мРНК ти-
тина в сторону увеличения доли более коротких
транскриптов в m. soleus крысы. По всей вероят-
ности, эти изменения будут приводить к трансля-
ции и более коротких вариантов N2A-изоформы
титина в m. soleus вывешенных крыс, по сравне-
нию с животными контрольной группы.

Предположение о том, что вышеуказанные из-
менения будут сопровождаться увеличением со-
держания Rbm20 в ядре, не подтвердилось. По
всей вероятности, этот РНК-связывающийся бе-
лок не участвует в регуляции альтернативного
сплайсинга мРНК титина в m. soleus крысы. Од-
нако это предположение нуждается в дальнейшей
проверке.

Этические нормы. Исследования проведены в
соответствии с принципами биоэтики, сформу-
лированными в Директиве 2010/63/EU Европей-
ского парламента и совета европейского союза по
охране животных, используемых в научных це-
лях, и одобрены Комиссией по биологической
безопасности и биоэтике Инcтитута теоретиче-
ской и экспериментальной биофизики РАН (Пу-
щино), протокол № 24/2019 от 05 апреля 2019 г.
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Alternative Splicing of Titin mRNA in Rat Soleus 
after Seven-Day Gravitational Unloading

A. M. Ermakova, Yu. V. Gritsynaa, S. P. Belovab, T. L. Nemirovskayab,
B. S. Shenkmanb, I. M. Vikhlyantseva, c, *

aInstitute of Theoretical and Experimental Biophysics, RAS, Moscow region, Pushchino, Russia
bInstitute of Biomedical Problems of RAS, Moscow, Russia
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Changes in titin alternative splicing in rat soleus after seven-day gravitational unloading (hindlimb unloading
model) were studied by long-fragment PCR and nanopore sequencing. An increase in the proportion of
shorter titin mRNA transcripts was found in m. soleus of hindlimb suspended rats, which may lead to the
translation of shorter variants of the N2A isoform of this protein. In the nuclear fraction of m. soleus of con-
trol and hindlimb suspended rats, no significant differences were found in the content of Rbm20, an RNA-
binding protein involved, as shown earlier, in the regulation of titin alternative splicing in mammalian cardiac
muscle. It can be assumed that Rbm20 is not involved in the regulation of titin alternative splicing in rat soleus
muscle.

Keywords: gravitational unloading, m. soleus, titin, alternative splicing, sequencing.
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