
ВВЕДЕНИЕ

После синтеза на рибосомах белки претерпевают
ковалентные химические изменения, называемые
посттрансляционными модификациями (ПТМ). 
Эти модификации меняют свойства белков, 
регулируя такие важные молекулярные функции, 
как ферментативная активность, поддержание
структуры клеток и внеклеточных компонентов,
формирование различных сигнальных путей,
иммунная защита организма [1, 2]. ПТМ участвуют 
во многих биохимических процессах организма, 
и любые их изменения могут быть как причиной, 
так и следствием развития заболеваний, а также
выступать как защитный фактор или фактор риска 
при развитии патологического процесса [3, 4]. 
К основным группам заболеваний, на которые влияет
нарушение ПТМ, относятся нейродегенеративные,
сердечно-сосудистые заболевания и рак [5], а сами
модификации всё чаще рассматриваются в качестве
маркеров различных групп патологий [3, 6]. Однако,
как ПТМ в частности, так и модифицированные и
немодифицированные белки в целом, сами по себе 
не обладают достаточной патогенетической
специфичностью маркеров конкретных заболеваний,
поэтому рассматриваются исследователями 
в совокупности с другими маркерами-кандидатами 
с учётом не только факта обнаружения ПТМ/белка, 
но и их количественных изменений [7]. Анализ
количественных изменений в ПТМ, таких как,
например, фосфорилирование, метилирование или
гликозилирование, в совокупности с общими
изменениями в содержании белка, позволяет получить
информацию о функционировании клеточных путей,
регуляции функций белков и клеточных ответов 

на различные стимулы [8]. В частности, атеросклероз
представляет собой классический пример того, 
как разные типы клеток взаимодействуют и 
влияют друг на друга, способствуя развитию
атеросклеротических бляшек и прогрессированию
болезни, а ПТМ усиливают или ослабляют 
их функциональную активность [9].

Метод жидкостной хроматографии с тандемной
масс-спектрометрией (ЖХ-МС/МС) является
наиболее универсальным и эффективным методом 
для анализа ПТМ. ЖХ-МС/МС предоставляет
информацию без предварительного знания 
о конкретном сайте модификации, а также позволяет
получить количественные данные для каждого
конкретного иона, в том числе и без использования
изотопных меток [10].

В настоящей работе нами проанализирован набор
данных, депонированных в репозитории PRIDE [11] 
с идентификатором PXD030857.Авторы оригинальной
работы [12] использовали мышинуюмодель тандемного
стеноза (ТС) сонных артерий, воспроизводящую
механизм нестабильности/разрыва атеросклеротических
бляшек у людей. С использованием методов
количественной протеомики авторы [12] выявили
различия в природе нестабильного и стабильного
атеросклероза и определили белковые маркеры этих
состояний, а также выявили ключевые белки и 
сети сигнальных путей, которые могут быть
использованы в качестве доклинического инструмента
для разработки и тестирования препаратов,
стабилизирующих бляшки. Несмотря на то, 
что при анализе учитывали пептиды с N-концевым
ацетилированием, количественные изменения
рассматривали только для белков в целом. 
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Другие возможные физиологические ПТМ авторы 
не учитывали. В данной работе нами предпринята
попытка проанализировать исходные данные 
работы [12] с целью поиска белков с различным
уровнем ПТМ в опыте и контроле.

МЕТОДИКА

Описание экспериментальной части 
об использовании лабораторныхмышей, создании у них
модели ТС сонной артерии для активации процесса
атерогенеза, пробоподготовки и протеомного анализа
полученных образцов, подробно представлены 
в работе [12]. Вкратце, были проанализированы
данные, полученные в результате протеомного 
анализа сосудистых сегментов, представляющих
нестабильный атеросклероз (правая сонная артерия —
нестабильная бляшка), стабильный атеросклероз 
(дуга аорты — стабильная бляшка) и здоровую артерию
(левая сонная артерия без бляшек). Сосудистые
сегменты от 15 мышей были объединены в три группы
в зависимости от типа бляшек (U — нестабильная; 
S — стабильная) или их отсутствия (H — здоровая
артерия), после чего из каждой группы сегментов
было отобрано по 8 образцов для экстракции белка,
гель-электрофореза, трипсинового расщепления в геле
и количественного протеомного ЖХ-МС/МС анализа
без меток [12].

В нашей работе идентификация пептидов 
на основе необработанных (raw) файлов была
выполнена заново с использованием программы
“PEAKS-X Pro” [13]. Поиск проводили 
по аминокислотным последовательностям белков
мыши (Mus musculus, UniProtKB/Swiss-Prot 
release 2024_03, 17823 записей [14]); расщепляющий
фермент — трипсин; точность совпадения
теоретической и экспериментальной массы 
пептида (peptide mass tolerance) — 10 ppm; 
точность совпадения теоретической и
экспериментальной массы фрагментарных ионов
(fragment mass tolerance) — 0,02 Да; количество
возможных пропущенных участков расщепления
трипсином — 2; количество вариабельных
модификаций на пептид — 2 (при окончательном
анализе рассматривали пептиды с единственной
исследуемой модификацией). В качестве
фиксированной модификации было выбрано
карбамидометилирование цистеина, в качестве
вариабельных модификаций — окисление метионина,
ацетилирование лизина и N-концевого пептида белка,
метилирование остатков аспарагиновой и
глутаминовой кислот, лизина, аргинина и серина,
фосфорилирование серина, треонина и тирозина,
дезаминирование аспарагина и глутамина. 
Все опции дополнительной фильтрации и образования
химерных спектров были отключены. Модификации
остатка лизина рассматривали только в случае, 
если модифицированный лизин не был последним
остатком в пептиде. Уровень ложноположительных
результатов (false discovery rate, FDR) 
для окончательного отбора идентифицированных
пептидов — 0,1%. Идентификацию проводили 
для каждой пробы независимо.

С использованием хроматографических данных
из необработанных (raw) файлов средствами
программы Progenesis LC-MS [15] были проведены
выравнивание всего пространства первичных ионов 
и нормализация величины площади под пиком 
для каждого из первичных ионов (Normalized
abundance, NA). Данные по идентификации пептидов
импортировали в проект программы Progenesis LC-MS,
объединив результаты выравнивания с результатами
идентификации пептидов для последующего сравнения
количественных данных проб сосудистых сегментов.

При анализе достоверности изменения 
уровня пептидов с ПТМ оценивали показатели
дисперсионного анализа (ANOVA), выполненного
вычислительными алгоритмами, реализованными 
в программе Progenesis LC-MS. Изменение уровня
модифицированных пептидов считали достоверным
при Anova p-value < 0,05 и Max fold change ≥ 2. 
Max fold change — мера, которая описывает, 
насколько изменяется средняя величина NA между
контрольной (H) и исследуемыми группами (U, S);
например, для двух значений NAH и NAU диапазон
изменения NAU в отношении NAH, есть NAU/NAH.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Всего было отобрано 165998 первичных ионов, 
из которых для 9143 ионов были идентифицированы
последовательности 4526 пептидов для 839 белков.
При окончательном отборе рассматривали белки, 
для количественного определения которых
программой Progenesis LC-MS было использовано 
не менее 5 пептидов. Полный набор данных 
по выравниванию идентифицированных ионов
представлен в Дополнительных материалах.

Идентифицированные пептиды с ПТМ,
соответствующие условиям Anova p-value < 0,05 и 
Max fold change ≥ 2 при оценке среднего NA 
между исследуемыми группами и контролем,
приведены в таблице 1. Пептидов с метилированием
остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот,
фосфорилированием тирозина при заданных
параметрах отбора идентифицировано не было.
Пептиды с дезаминированием остатков аспарагина 
и глутамина не рассматривали как значимые, 
так как процесс дезаминирования может 
зависеть от условий пробоподготовки и 
масс-спектрометрического определения. Для одного
из 13 пептидов (YIQVVYLHNNNISAVGQNDFCR,
декорин) не было отмечено существенных
количественных изменений относительно общего
содержания белка (табл. 1). Для остальных изменение
среднего NA пептида между опытом и контролем
отличалось от того же параметра для белка 
не менее чем в 1,5 раза. Пептид DQSILCTGESGAGK
(миозин-11) с фосфорилированием — единственный,
для которого отмечен факт увеличения количества 
в опыте, в то время как для самого белка отмечается
уменьшение количества.

Все приведённые в таблице 1 белки 
в той или иной степени вовлечены в процесс
атерогенеза. Так, трансгелин-2 (Q9WVA4) 
модулирует взаимодействие актина и миозина,
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поддерживает стабильность актиновых филаментов,
регулирует сократительную способность мышц и
миграцию клеток; снижение уровня трансгелина
описано при сосудистых заболеваниях, включая 
атеросклероз [16, 17]. Дестрин (Q9R0P5) 
расщепляет актин, ингибирует дифференцировку
гладкомышечных клеток, снижая их количество и
вызывая нарушения в пролиферации и миграции [18].
Миозин-9 (Q8VDD5) — актин-связывающий белок,
участвующий в патологических процессах, связанных
с передачей клеточных сигналов и, следовательно, 
с делением клеток, эндо- и экзоцитозом, клеточной
адгезией, миграцией, а также с воспалительной
реакцией, биомаркер ранних атеросклеротических
поражений [19, 20]. Филамин-A (Q8BTM8) — 
актин-связывающий белок, стабилизирует актиновые
сети и интегрирует их с клеточными мембранами,
обеспечивая подвижность клеток, участвует 
в клеточной передаче сигналов и транскрипции,
определяя функции сосудистых клеток, характеризуется
повышенным уровнем экспрессии в макрофагах,
которые участвуют в развитии атеросклероза [21].
Кальпонин-1 (Q08091) регулирует актин-активируемую
моторную активность миозина (регуляция
сократительной способности гладкой мускулатуры);
он контролирует пролиферацию и миграцию
гладкомышечных клеток сосудов, ингибирует
кальпонин, замедляя атерогенез [22]. Специфический
гепарансульфат-протеогликан (Q05793) является
важным компонентом базальных мембран, который
способствует образованию атеросклеротических
бляшек; он играет важную роль в поддержании
функции эндотелиального барьера, гомеостаза сосудов
и ингибировании пролиферации гладкомышечных
клеток [23]. Цитоплазматический актин 1 (P60710)
участвует в формировании структуры и целостности
клетки; его уровень снижается у пациентов с разрывами
бляшек в сонных артериях [23]. Белок цитоскелета
трансгелин (P37804) экспрессируется исключительно
и в большом количестве в висцеральных и 
сосудистых гладкомышечных клетках, модулирует
фенотип гладкомышечных клеток сосудов в ходе
атерогенеза [18, 24]. Дипептидаза 1 (P31428) была
обнаружена в адвентиции всех артерий; она служит
маркером адвентициальных фибробластов [25].
Декорин (P28654) является лимитирующим ферментом
полиолового пути, участвует в детоксикации
альдегидов; обладает провоспалительными
функциями. Он играет роль в подавлении
иммуносупрессивного TGFβ и аутофагии, которые
могут быть важны для развития воспалительной среды
при формировании атеросклеротических бляшек [26].
Лактадерин (P21956) — многофункциональный
гликопротеин, участвующий во многих биологических
и физиологических процессах, включая фагоцитоз,
ангиогенез, атеросклероз, ремоделирование тканей и
регуляцию гемостаза. Нарушение передачи сигналов
через лактадерин способствует процессам старения,
ведущим к атеросклерозу и нейродегенерации; 
этот белок рассматривается в качестве терапевтической
мишени для лечения атеросклероза, предотвращая
образование бляшек [27]. Миозин-11 (O08638)
экспрессируется в медиальном слое артерий 

при атеросклеротическом поражении у человека, 
где повышен уровень апоптоза. Выявлена значимая
связь между уровнем миозина-11 и наличием
множественных атеросклеротических очагов; 
при повреждениях значительного количества
гладкомышечных клеток, как в аорте, так и в других
артериях, возможно повышение концентрации
циркулирующего миозина-11 [28, 29].

Таким образом, проведённый анализ ранее
опубликованных данных (raw data) [12] позволил
выявить возможные точки регуляции процессов
атерогенеза на уровне ПТМ. Полученные результаты
требуют дополнительной проверки более точными
методами, чем метод количественного протеомного
анализа без использования меток.
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BIOINFORMATIC IDENTIFICATION OF PROTEINS WITH VARYING LEVELS 
OF POST-TRANSLATIONAL MODIFICATIONS IN A MODEL OF ATHEROGENESIS IN MICE

Yu.V. Miroshnichenko*, A.V. Rybina, V.S. Skvortsov 
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10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; * e-mail: yuliana.miroshnichenko@gmail.com

Mass spectrometric data obtained using a model of tandem carotid artery stenosis in mice with unstable and
stable atherosclerosis were analyzed to identify differences in the level of post-translational modifications (PTMs) 
of proteins. The original proteomic data obtained by Chen et al. [DOI: 10.1038/s42003-023-04641-4] and deposited 
in the PRIDE repository (identifier PXD030857) were used. Based on results of the bioinformatic analysis, 
12 proteins with PTMs (methylation, acetylation, and phosphorylation) were selected; comparison of healthy 
and atherosclerotic vascular sections showed that the selected proteins were characterized by significant changes 
in the level of individual modified peptides. According to the literature data, all 12 proteins are involved in the process
of atherogenesis. Our study thus revealed putative points of regulation of the atherogenesis processes at the PTM level.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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