
ВВЕДЕниЕ 

Всесторонний анализ посттрансляционных
модификаций (ПТМ) белков на уровне протеома
имеет решающее значение для выяснения механизмов
регулирования различных биологических процессов.
ПТМ заключаются в ковалентной модификации
белков после завершения их синтеза рибосомами.
ПТМ возникают на всех этапах жизненного цикла
клетки и сопровождаются изменением функций
и пространственной структуры белков. При развитии
патологии в крови появляется множество
модифицированных форм белков, в норме
отсутствующих или детектируемых в незначительных
количествах [1]. При исследовании биологического
значения ПТМ часто важно знать относительную
представленность конкретной модификации. Огромное
количество научных работ направлено на выявление
ПТМ и выяснение их биологических функций.
Эффективной стратегией изучения изменений
протеома крови является сравнительная протеомика.
Безметковый относительный количественный
протеомный анализ основан на сравнении площадей
под пиками зарегистрированных пептидных ионов [2].
Большинство ПТМ изменяют молекулярную
массу белка, поэтому масс-спектрометрия (МС)
является идеальным аналитическим инструментом
для профилирования ПТМ протеома [3]. Стандартной
процедуры анализа ПТМ нет. Простой подход
к поиску ПТМ с использованием таких
инструментов, как Orbitrap и встроенных опций
поисковой системы Mascot (“MatrixScience”, США),
был применён при исследовании плазмы
крови больных глиобластомой [4]. Авторы
продемонстрировали стратегию профилирования
плазменного протеома для поиска модифицированных
белков, позволяющую различать модификации

данного белка плазмы в контроле и опыте,
путём сбора пептидов из нескольких поисковых
прогонов с переменными модификациями. Используя
этот подход, мы провели сравнительное исследование
модификаций протеома плазмы крови больных
церебральной ишемией (ЦИ) на основе метода
ВЭЖХ-МС/МС с целью поиска возможной связи
их с заболеванием. Ишемия мозга является
патологическим состоянием, которое ухудшает
функции нейронных, глиальных и эндотелиальных
клеток. В нашей работе мы искали различия ПТМ
белков плазмы крови в норме и патологии
методом протеомного профилирования, используя
поисковую систему Mascot, в которой выполнялись
отдельные поисковые запросы с переменным режимом,
выключенным или указанным как фосфорилирование,
ацетилирование, убиквитинирование, сумоилирование
или дезамидирование.

МЕТОДиКа

В работе использовали высокоочищенные
реактивы квалификации для ВЭЖХ производства
“Sigma-Aldrich” (США) и “Acros Organics” (США),
а также модифицированный лиофилизированный
трипсин (V5111) “Promega” (США);
2,2-бицинхониновую кислоту (“Pierce”, США). 

Верификацию диагноза и набор пациентов
осуществляли на базе ННПЦН им. акад. Н.Н. Бурденко.
Исследовали 6 образцов крови пациентов (3 мужчин
и 3 женщин в возрасте 62-66 лет) до лечения.
Диагноз установлен на основании наличия эпизодов
ишемии в анамнезе и по результатам УЗИ сонных
и брахиоцефальных артерий. Кроме того, 2 образца
крови (контроль) были получены от условно здоровых
добровольцев (мужчина и женщина 55 и 56 лет). 
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Материалом исследования служили пробы
крови с ЭДТА, полученной венопункцией
утром натощак. Образцы крови сразу переносили
на лёд и центрифугировали при 1500 g
в течение 10 мин при 4°C. Полученную плазму
помещали в стерильную пробирку и хранили
при -80°C до проведения дальнейших протеомных
исследований. Иммуноаффинное обеднение плазмы
(удаление альбумина и IgG) проводили с помощью
микрогранул ProteoPrep Immunoaffinity Albumin
and IgG Depletion Kit (“Sigma-Aldrich”), следуя
протоколу производителя.

Обеднённые образцы плазмы (175 мкг белка)
были подвергнуты расщеплению трипсином
в растворе согласно протоколу [5]. Образцы пептидов
анализировали методом тандемной жидкостной
хромато-масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС)
на базе хроматографической системы Ultimate 3000
nano-flow HPLC (“Dionex”, США), интегрированной
с масс-спектрометром Orbitrap Q Exactive (“Thermo
Scientific”, США) с источником электростатической
ионизации Nanospray Flex NG ion source
(“Thermo Scientific”). Разделение пептидов проводили
на аналитической колонке Zorbax 300SB_C18
(“Agilent Technologies”, США) [6]. Масс-спектры
в формате “raw”, полученные методом ВЭЖХ-МС/МС,
обрабатывали с использованием программного
обеспечения Progenesis LS-MS (“Nonlinear Dynamics”,
США), далее файл в формате “.mgf” загружали
в программу Mascot (www.matrixscience.com)
и проводили обработку данных как описано [4].
Выходные данные Mascot в формате “.xml”
импортировали в Progenesis LC-MS для статистической
обработки списка идентифицированных белков.
Поиск проводили по базе данных Swiss-Prot
инвертированных и рандомных последовательностей
аминокислот (decoy) для Homo sapiens. Параметры
поиска в программе Mascot: расщепляющий
фермент – трипсин; переменная модификация –
окисление метионина; фиксированная модификация –
пиридилэтилирование цистеина; точность определения
масс прекурсорных ионов ±15 м.д. (ppm); зарядовое
состояние ионов пептида – 2+, 3+, 4+; точность
определения масс фрагментных ионов ±0,01 Дa. 

Поиск ПТМ в программе “Mascot” выполняли
с одной из следующих дополнительных
переменных модификаций: фосфорилирование
серина, треонина и тирозина (Phospho S, T, Y);
ацетилирование лизина и N-конца белков
(Acetyl K, Acetyl protein N-term); убиквитинирование
лизина (Gly-Gly K) или дезамидирование
глутамина и аспарагина (Deamidated (NQ))
поочередно. Большинство белков идентифицировано
по ³3 пептидам; индекс достоверности идентификации
(Score) ³13. Протеомный анализ проводили в трёх
технических повторах. Набор данных доступен
в ProteomeExchange / PRIDE (PXD012974).

РЕЗУЛЬТаТЫ и ОБСУЖДЕниЕ

Из-за широкого признания важности ПТМ,
почти все поисковые алгоритмы МС/МС
поддерживают режим, чувствительный к ПTM [7].

Мы использовали стратегию ПТМ-чувствительного
поиска в программе Mascot, описанную
Петушковой и др. [4]. Мы сосредоточились здесь
только на нескольких достаточно хорошо
охарактеризованных ПТМ и тех, которые,
возможно, возникают в цереброваскулярных
патологиях. Предыдущие исследования показывают,
что множественные модификации белка,
такие как фосфорилирование, убиквитинирование и
ацетилирование, играют важную роль в передаче
сигнала, который активирует ответ на повреждение
ДНК [8], а дезамидирование белков связывают
со старением или повреждением ткани [9].
Одного или двух белокспецифических пептидов
обычно достаточно, чтобы подтвердить наличие
белка в пределах выборки. Однако, чтобы
характеризовать белок с помощью ПТМ, требуется
более высокий охват последовательности [10].
Мы выбрали для дальнейшего анализа только белки,
идентифицированные по 2 и более пептидам. В наших
экспериментах ложный уровень обнаружения (FDR)
был для всех поисков £1%. Полный список
идентифицированных без ПТМ белков плазмы
крови представлен в дополнительных материалах
(KisrievaIS2019_Supplement1). Мы получили
переменные модификации как отдельные наборы
результатов поиска. В таблице представлен
список выявленных модификаций белков,
идентифицированных в контрольной плазме
и в плазме крови больных ишемией. Для большинства
белков были идентифицированы модифицированные
пептиды, которые охватывали ПТМ одного типа
(таблица). Например, модификации FINC, CFAH,
PLMN, FETUA, KNG1 и LDHA были связаны
исключительно с фосфопептидами. Десять белков,
HPTR, APOH, GELS, APOC1, ITIH3, ACTB,
PHLD, TETN, TBB2A и HS90B содержат только
ацетилированные пептиды. 

Проведённый нами ранее сравнительный
ВЭЖХ-МС/МС анализ белкового состава плазмы
крови больных ЦИ и здоровых добровольцев выявил
изменения уровней 20 белков, участвующих
в модуляции процессов нейронального повреждения
и репарации при ЦИ [11]. В 3 из них нам удалось
зафиксировать ПТМ в образцах плазмы больных с ЦИ.
Так, Annexin A2 (ANXA2), регулятор фибринолиза
и ангиогенеза, убиквитинирован в 4 образцах из 12.
Heat shock protein HSP 90-beta, участвующий
в регуляции функций иммунных клеток,
ацетилирован в 4 образцах из 12. Пептид
GYTSWAIGLSVADLAESIMKNLR, индуцируемый
гипоксией белка L-lactate dehydrogenase A chain,
достоверно фосфорилирован во всех образцах
больных ЦИ (с индексом достоверности (score)
пептида 23,4) в отличие от контрольных образцов,
в которых мы не определили этот белок
ни с выключенным режимом дополнительной
модификации, ни в режиме поиска ПТМ, возможно,
из-за низкой представленности в плазме крови.

В условиях ЦИ происходит развитие
деполяризации клеточных мембран нейронов,
которое сопровождается массивным выбросом
глутамата во внеклеточное пространство [8, 9]. Одной
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из важнейших ПТМ является дезамидирование
остатков глутамина и аспарагина в головном мозге,
которое является основным источником глутамата и
аспарагината как нейромедиаторов. Метаболизм
глутамата в нейронах сопряжён с обезвреживанием
аммиака, повышенная концентрация которого
оказывает нейротоксическое действие. Считается,
что дезамидирование глутамина, задерживает потерю
функции белка в мозге пациентов с деменцией [12-15].
Протеомный анализ выявил дезамидирование
остатков глутамина и аспарагина в плазме крови
больных ишемией (см. KisrievaIS2019_Supplement2).
Так, эта ПТМ в плазме больных ЦИ найдена в таких
белках как: Vitamin D-binding protein, Prothrombin,
Protein AMBP, Complement C5, Apolipoprotein A-II,
Apolipoprotein A-IV, Angiotensinogen, Fibulin-1, Tubulin
beta chain, не обнаружена в контрольной плазме (см.
доп. материалы: KisrievaIS2019_Supplement3;
KisrievaIS2019_Supplement4).

Недавние исследования показали, что повышенные
убиквитинирование и сумоилирование белков,
наблюдаемые после ишемии и гипоксии, являются
нейрозащитными [16-18]. Эти ПТМ участвуют
в распознавании и утилизации поврежденных белков.
Известно, что ишемический стресс увеличивает уровни
сумоилирования – конъюгации белков с небольшими
убиквитиноподобными модификаторами SUMO.
Однако проведенный нами ПТМ-чувствительный
поиск не выявил достоверно сумоилированных
пептидов, по-видимому, из-за низкокопийности
сумоилированных белков. Убиквитинирование
представляет собой важный механизм адаптации
протеома к стрессовой среде в условиях сниженного
кровотока при ЦИ [17]. Мы выявили влияние
ишемии на убиквитинирование таких белков,
как: Complement component C3, Fibrinogen alpha,
Prothrombin, Vitamin K-dependent protein S,
Complement component C6, Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H2, Lumican, Dystonin, Annexin A2, DNA
helicase INO80 (см. таблицу). 

Фибриноген является гемостатическим
биомаркером риска инсульта [18]. Известно,
что снижение фибринолиза может происходить
в результате посттрансляционной модификации
аннексина А2 [19], вторичной по отношению
к посттрансляционной модификации фибриногена [20].
Сообщалось, что регуляция аннексина А2 связана
с убиквитинированием в эндотелиальных клетках [21].
Можно предположить, что зарегистрированное нами
убиквитинирование фибриногена и аннексина А2
в плазме больных ЦИ может служить индикатором
эндотелиальной дисфункции. 

Фосфорилирование белка играет ключевую роль
во многих клинически значимых процессах.
При ЦИ нами зарегистрированы изменения
в количестве фосфорилированных пептидов таких
белков как: Apolipoprotein B-100, Fibronectin,
Complement factor H, Dystonin, Alpha-2-HS-glycoprotein,
L-lactate dehydrogenase A chain. При этом,
фосфопептид белка Dystonin, идентифицированный
при ЦИ с score 22, не определён в контроле. Известно,
что фосфорилирование DNA helicase INO80 играет

важную роль в толерантности к повреждениям ДНК
в клетках млекопитающих [23]. Мы наблюдали
фосфорилированный пептид NLHMTSSLAPDSLVRK
в условиях ишемии, однако идентификация
была недостоверная, процент покрытия белка
составлял 1%, score пептида 1. Microtubule-associated
serine/threonine-protein kinase 1 (MAST1), как известно,
может инициировать повреждение нейронов
в ишемическом гиппокампе [24]. Нам не удалось
достоверно наблюдать фосфорилирование остатка
тирозина в MAST1 (идентифицирован по 4 пептидам,
среди которых нет ни одного уникального).
В программе Mascot этот белок идентифицирован
с score 22, и фосфорилированы два пептида:
HFGSTESITDEDGGRR (score пептида 18) и
SESLEVAFVTQLVKK (score пептида 14), степень
покрытия последовательности белка 4%.

Плазменный уровень аполипопротеина В (APOВ)
является известным параметром повышенного риска
ишемического цереброваскулярного заболевания и
ишемического инсульта. Помимо фосфорилирования
APOB, в плазме крови больных ишемией,
были обнаружены и другие ПТМ этого белка
(в разных пептидах), такие как ацетилирование
остатков лизина, дезамидирование остатков глутамина
и убиквитинирование остатков лизина. 

Дифференциальная идентификация ацетилирования
остатков лизина зарегистрирована нами в 9 белках.
В двух белках обнаружено N-концевое ацетилирование:
Actin cytoplasmic 1 и Haptoglobin-related protein.
N-концевое ацетилирование может играть важную роль
в модулировании роли актина во внутриклеточном
транспорте, поддержании его функциональных
свойств и регуляции транскрипции [25].
Мы зарегистрировали ацетилирование остатков
лизина в актине (ACTB) в контрольной плазме
крови (индекс достоверности пептида 54) во всех
пробах и не обнаружили эту ПТМ в плазме крови
больных ЦИ.

Среди идентифицированных белков мы обнаружили
два белка, кодируемых генами 18-ой хромосомы.
Уровни Transthyretin (TTHY, хромосома 18q12.1)
и Beta-Ala-His dipeptidase (CNDP1, 18q22.3)
в плазме крови больных ЦИ сопоставимы
с контрольной плазмой.

Таким образом, зарегистрированы изменения
ПТМ белков ЦИ плазмы крови с помощью
биоинформатического анализа масс-спектров.
В плазме больных ЦИ мы наблюдали увеличение
доли пептидов с ПТМ. Несомненно, перспективы
МС-анализа ПТМ белков всего протеома интересны
для оценки их влияния на развитие заболевания.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF POST-TRANSLATIONAL MODIFICATIONS IN PLASMA PROTEOME
OF PATIENTS WITH CEREBRAL ISCHEMIA BASED ON HPLC-MS/MS METHOD

Y.S. Kisrieva1*, N.A. Petushkova1, N.F. Samenkova1, G.P. Kuznetsova1, O.B. Larina1, 
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The relative differences between post-translational modifications (PTM) of proteins in blood plasma samples
of patients with cerebral ischemia (CI) and healthy people were investigated using of the method of label-free
comparative proteomic analysis based on the technology of tandem HPLC-MS/MS. For PTM detection we used
multiple MS/MS search in the database Mascot for variable PTM and Progenesis LS-MS software. In the CI plasma
samples, we observed an increase in the proportion of peptides with such PTM as phosphorylation of serine, threonine,
and tyrosine, acetylation of lysine and protein N-term, ubiquitination of lysine and deamidation of glutamine related
to clinically significant processes were revealed.

Key words: post-translational modifications of proteins; cerebral ischemia; blood plasma proteome; Liquid
Chromatography and Mass Spectrometry
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