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Абстракт
Цель. Изучить изменения гладкомышечного трансгелина с помощью протеомных технологий при 
атеросклеротическом поражении грудного отдела аорты.
Материал и методы. Материалом исследования являлись аутопсийные образцы аорты (грудной 
отдел), полученные в  течение 1 суток после смерти (n = 22). Для выявления аутоантигенов 
использовали сыворотки крови больных мужчин с начальным и распространенным атеросклерозом 
(n = 27). Для изучения белков применяли двумерный электрофорез по О,Фарреллу, модификации 
NEPHGE, IEF, времяпролетную и тандемную MALDI-TOF-масс-спектрометрию.
Результаты. При изучении аутопсийных тканей в  ряду нормальная ткань – липидное пятно/
полоса  – липофиброзная бляшка было выявлено увеличение содержания фракции белка 
трансгелина, кодируемого геном TAGLN, в  зависимости от  усугубления атеросклеротического 
процесса от  отсутствия или следового количества в  образцах без атеросклероза до  выявления 
разных изоформ при стадии фиброзной бляшки. Более того, выявлялись фрагменты TAGLN, 
частично окисленные, что характерно для многих белков при атерогенезе, но впервые выявлено 
для трансгелина.
При иммуноблотинге сыворотки крови больных с выраженным атеросклерозом показали реакцию 
на трансгелин как аутоантиген, а реакция сывороток крови в группе с начальным атеросклерозом 
отсутствовала. Кроме того, была выявлена достоверная взаимосвязь между реакцией сывороток 
на трансгелин и уровнем моно-СРБ в группе с выраженным атеросклерозом.
Выводы. Полученные результаты показали, что гладкомышечный трансгелин, возможно, участвует 
в  патогенезе атеросклероза и  его прогрессировании. В сыворотках крови некоторых пациентов 
с выраженным атеросклерозом выявлено наличие аутоантител к гладкомышечному трансгелину, 
а взаимосвязь с  моно-СРБ может свидетельствовать о  вовлечении как воспалительного, так 
и иммунного ответа в патогенезе атеросклероза.
Ключевые слова: атеросклероз, протеомные исследования, гладкомышечный трансгелин, 
иммуноблотинг.
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Abstract
Aim. To study the changes in smooth muscle transgeline in atherosclerotic lesions of thoracic aorta using 
proteomic technologies.
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Materials and methods. The study material was autopsy samples of thoracic aorta obtained within 1 day 
after death (n = 22). To identify autoantigens, the blood serum of men with initial and advanced athero-
sclerosis was used (n = 27). To study proteins, O'Farrell two-dimensional electrophoresis, NEPHGE, IEF 
modifications, time-of-flight and tandem MALDI-TOF mass spectrometry were used.
Results. When studying autopsy tissues in the series normal tissue-lipid stain/strip – lipofibrotic plaque, 
an increase of the transgelin protein fraction encoded by the TAGLN gene was revealed, depending on 
the aggravation of the atherosclerotic process from the absence or trace amount in samples without ath-
erosclerosis to the detection of various isoforms at the fibrotic stage plaque. Moreover, partially oxidized 
TAGLN fragments were detected, which is characteristic of many proteins during atherogenesis, but was 
first detected for transgeline.
In immunoblotting the blood serum of patients with severe atherosclerosis gave a reaction to transgeline 
as an autoantigen, and there was no reaction of blood serum in the group with initial atherosclerosis. In 
addition, a significant correlation was found between the serum response to transgeline and the level of 
mono-CRP in the group with severe atherosclerosis.
Conclusions. The results showed that smooth muscle transgeline is possibly a component of the patho-
genesis of atherosclerosis and its progression. The presence of autoantibodies to smooth muscle trans-
geline was detected in the blood serum of some patients with severe atherosclerosis, and its association 
with mono-CRP may indicate the involvement of both an inflammatory and immune response in the 
pathogenesis of atherosclerosis.
Keywords: atherosclerosis, proteomic study, smooth muscle transgeline, immunoblotting.

В настоящее время особое внимание уделя-
ется протеомному исследованию атеросклероза. 
Изу чается белковый состав сыворотки не только 
крови, мочи, но и тканей, пораженных атероскле-
ротическим процессом. Большинство таких работ 
выполнено на животных моделях [1, 2]. Термин 
«протеомика» был предложен Марком Уилкинсом 
в 1994 году, объектом изучения протеомики яв-
ляются белки, которые экспрессируются в данной 
клетке, ткани или организме в данный момент 
времени [3]. В последнее время появились публи-
кации, где отмечена роль гладкомышечного транс-
гелина 1 в развитии патологии сосудов у животных 
и человека [4–6]. К примеру, у мышей с дефицитом 
ApoE с гиперхолестеринемией генетическая абля-
ция SM22-альфа приводила к увеличению площа-
ди атеросклеротического поражения и увеличению 
доли пролиферирующих гладкомышечных клеток 
в атеросклеротических бляшках. Эти результаты 
идентифицируют роль SM22-альфа в регуляции 
фенотипа гладкомышечных клеток в процессе ате-
рогенеза [7]. Миграция и пролиферация гладкомы-
шечных клеток в области липофиброзных бляшек 
под воздействием различных факторов являются 
важными морфологическими признаками разви-
вающегося атеросклероза [8–12], и трансгелин 1 
может стать удобным маркером исследования 
механизмов этого процесса.

Трансгелин, кодируемый геном TAGLN, белок 
22КД из семейства кальпонинов, также известный 
как SM22α, WS3–10 или p27, исключительно 
и в изобилии экспрессируется в цитоскелете 
клеток гладких мышц как самый ранний маркер 
их дифференцировки. Исследования выявили 

регулирующие функции трансгелина, в том числе 
актиновую перестройку цитоскелета, фенотипиче-
скую модуляцию клеток гладких мышц сосудов, их 
пролиферацию, миграцию клеток и подавление 
опухоли [7, 13–15]. Данные литературы свиде-
тельствуют о том, что трансгелин действует как су-
прессор опухолей. Его экспрессия теряется при раке 
простаты, молочной железы и толстой кишки [16]. 
Трансгелины являются представителями семейства 
актин-связывающих белков. Они играют важную 
роль в формировании цитоскелетных актиновых 
микрофиламентов, вовлечены в обеспечение ряда 
клеточных функций, и их количество меняется 
при ряде патологических процессов, в частности 
при канцерогенезе [17–19]. Функция этих белков 
до настоящего времени неясна. Картированы три 
гена трансгелинов, преобладающая экспрессия 
которых выявлена в разных видах тканей. Трансге-
лин 1 охарактеризован как гладкомышечный белок 
(база данных UniProt, запись Q01995), трансгелин 
2 (UniProt, P37802) – как белок придатка яичка 
и трансгелин 3 (UniProt, Q9UI15) – как нейрон-
специфичный. Проведенные исследования также 
показали возможную роль трансгелина в гипокси-
ческой легочной гипертензии и ремоделировании 
легочных сосудов при гипоксии и врожденных 
пороках сердца [15, 20, 21].

Цель

Изучить изменения гладкомышечного транс-
гелина с помощью протеомных технологий при 
атеросклеротическом поражении грудного отдела 
аорты.
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Материалы и методы

Биоматериалом исследования являлись ауто-
псийные образцы аорты (грудной отдел), получен-
ные в течение 24 часов после смерти (n = 22). Белки 
исследовали в образцах тканей без атеросклеро-
тического процесса, на стадии липидного пятна 
и полосы, а также на стадии атеросклеротической 
бляшки у 15 мужчин и 7 женщин, средний возраст 
которых составил 64,8 ± 9,5 лет. В 81,9% случаев 
смерть наступила от сердечно-сосудистых заболе-
ваний, в 18,2% – по другим причинам. Образцы 
слоев аорты получали, как описано ранее [22].

Для выявления аутоантигенов использовали 
образцы сыворотки крови больных с распростра-
ненным атеросклерозом (n = 27). В исследование 
были включены мужчины с начальными при-
знаками атеросклероза и с распространенным 
выраженным атеросклерозом. Для первой группы 
(n = 7) отбирали больных с начальным атероскле-
розом магистральных артерий, в том числе и коро-
нарных, основываясь на данных, полученных при 
коронарографии и дуплексном сканировании бра-
хиоцефальных артерий. Критериями включения 
в группу являлись неровности контуров и стенозы 
не более 30%. Для второй группы (n = 20) отбира-
ли больных с распространенным атеросклерозом 
магистральных артерий, в том числе и коронар-
ных артерий. Критериями включения являлись 
стенозы 60% и более. Средний возраст первой 
группы 54,6 ± 13,7 лет, второй – 58,5 ± 8,1 лет. 
Индекс массы тела (ИМТ) для первой группы 
составил 29,6 ± 2,9 кг/м2, а для второй группы 
28,5 ± 4,3 кг/м2. Клиническая характеристика 
групп представлена в табл. 1.

Как видно из табл. 1, перенесенный ИМ 
(р < 0,03), также как и прием статинов (р < 0,01), 
достоверно чаще в группе больных с выраженным 
атеросклерозом.

Из табл. 2 следует, что группы достоверно раз-
личались по уровню ХС-ЛПНП (холестерин липо-
протеидов низкой плотности) (р < 0,04).

Образцы крови получали утром натощак перед 
коронарографией, центрифугировали в течение 
5 мин при 1500 об/мин. Сыворотку аликвотировали 
и замораживали в пластиковых пробирках-эппен-
дорфах при – 70 °C до проведения соответствующих 
исследований. В качестве антигенов использовали 
белковые экстракты аутопсийных образцов грудно-
го отдела аорты из вышеуказанных.

Экстракцию белков из тканей, последующее фрак-
ционирование белков двумерным электрофорезом 
в ПААГ (полиакриламидном геле) по О’Фарреллу, 
окрашивание белковых фракций кумасси голубым 
R-250 (CBB R-250) / азотнокислым серебром 
и времяпролетную масс-спектрометрическую 
идентификацию проводили, как описано ранее 
[19]. Масс-спектрометрическая идентификация 
проводилась на базе Центра коллективного поль-
зования «Промышленные биотехнологии» ФИЦ 

Биотехнологии РАН. Выбранные белковые фракции 
для идентификации вырезали из гелевых пластин, 
полученных методом двумерного электрофореза. 
Фрагменты геля с белком (пятном) измельчали, 
содержащийся белок гидролизовался трипсином, 
и проводилась экстракция триптических пептидов 
для идентификации с помощью времяпролетной 
масс-спектрометрии на матрице (MALDI-TOF) в со-
ответствии с ранее опубликованными протоколами 
и модификациями [124, 125]. Масс-спектры полу-
чали на MALDI-TOF-масс-спектрометре ReflexIII 
и Ultraflex (Bruker, США) с УФ-лазером (336 нм) 
в режиме положительных ионов в диапазоне масс 
500–8000 Да и калибровали их. При MS/MS-
анализе масс-спектры фрагментов регистрировали 
на MALDI-TOF-масс-спектрометре Bruker Ultraflex 
в тандемном (TOF-TOF) режиме при детекции поло-
жительных ионов. Фрагментация ионов индуциро-
валась подачей гелия в область начального участка 
траектории свободного дрейфа ионов (давление 
инертного газа 2 × 10–7 Па). Погрешность измерения 
масс-фрагментов не более 0,01%. На масс-спектре 
присутствовали только сигналы С-концевых фраг-
ментов пептидов, претерпевших разрыв по пеп-
тидной связи (γ-ионы). Идентификацию белков 
проводили с использованием программы Mascot, 
опция Peptide Fingerprint (MatrixScience, США), 
с точностью определения массы МН+, равной 
0,01%, и по базам данных Национального центра 
биотехнологической информации США (NCBI). 
Названия идентифицированных белков в таблицах 
идентификации приводятся в оригинале, на ан-
глийском языке, для удобства последующей работы 
с базами данных NCBI и UniProt.

Для выявления аутоантигенов среди белков 
аорты в крови больных с распространенным атеро-
склерозом использовали «сэндвич»-модификацию 
иммуноблотинга. Белки ткани аорты фракциони-
ровали двумерным электрофорезом, переносили 
с гелей электроблотингом на нитроцеллюлозные 
фильтры, которые обрабатывали препаратами 
сывороток крови (в качестве «первых антител») 
больных в разведении 1:30, а затем – перокси-
дазным коньюгатом кроличьих антител («вторые 
антитела») против суммарных иммуноглобулинов 
человека («ИМТЕК», РФ). Для регистрации ре-
зультатов фильтры инкубировали в 5 мМ растворе 
4-хлор-1-нафтола, 6% этанола и 0,25% перекиси 
водорода. Белковые фракции, прореагировав-
шие как аутоантигены, вырезали из окрашенной 
двумерной электрофореграммы-реплики, исполь-
зованной для электропереноса, и проводили масс-
спектрометрическую идентификацию, как описано 
ранее [22]. Денситометрия фрагментов двумерных 
электрофореграмм проводилась после сканирова-
ния (Epson Expression 1680 scanner). Полученные 
цифровые изображения редактировали в графи-
ческом редакторе и обсчитывали количественное 
содержание белков с помощью пакета программ 
ImageMaster 2D Platinum версии 7 (GE Healthcare, 
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Таблица 1. Клиническая характеристика больных с начальным и выраженным атеросклерозом

Таблица 2. Показатели липидного спектра у больных с начальным и выраженным атеросклерозом

Примечание: Р – достоверность различий между группами. АГ – артериальная гипертония, ИМ – инфаркт миокарда, 
ОНМК – острое нарушение мозгового кровообращения, НРС – нарушение ритма сердца, СД – сахарный диабет.

Примечание: Р – достоверность различий между группами. АГ – артериальная гипертония, ИМ – инфаркт миокарда, 
ОНМК – острое нарушение мозгового кровообращения, НРС – нарушение ритма сердца, СД – сахарный диабет.

Показатель (%) 1 группа 2 группа Р

Отягощенный 
анамнез 42,9 40 0,9

Курение 85,7 75 0,4

АГ 85,7 90 0,8

ИМ 0 45 0,03

ОНМК 0 5 0,5

НРС 42,9 40 0,9

СД 28,6 20 0,6

Прием статинов 71,4 100 0,01

Показатель (%) 1 группа 2 группа Р

Общий холестерин, 
ммоль/л 5,9 ± 1,1 5,1 ± 1,3 0,08

Холестерин 
липопротеидов 
низкой плотности, 
ммоль/л

4,0 ± 0,9 3,1 ± 1,1 0,04

Холестерин 
липопротеидов 
высокой плотности, 
ммоль/л

0,95 ± 0,13 1,5 ± 1,1 0,6

Триглицериды, 
ммоль/л 2,1 ± 0,7 2,1 ± 1,3 0,5

Швейцария). Статистическая обработка получен-
ных результатов проводилась с использованием па-
кетов программ: Statistica 6.1 (непараметрические 
критерии); BIOSTAT, MS Office Excel 2003.

Исследование одобрено независимым этиче-
ским комитетом ФГБУ «Российский кардиологиче-
ский научно-практический комплекс» Минздрава 
России, протокол № 191 от 25.11.2013 г. Согласие 
на участие в исследовании подписано.

Результаты

В норме в ткани медиального слоя аорты содер-
жатся продукты двух транскрипционных вариантов 
гена TAGLN (гладкомышечного трансгелина, транс-
гелина 1), обеспечивающих синтез одного и того 
же белка из 200 или 183 а. о. (аминокислотных 

остатков), которые выявляются на двумерных 
электрофореграммах как 14 электрофоретических 
фракций гладкомышечного трансгелина, раз-
личающихся по молекулярной массе и изоэлек-
трической точке. Пять из них являются белком 
в 200 а.о., а 9 – 183 а. о. [26]. По результатам ком-
пьютерной денситометрии 5 фракций (3 в 200 а. о. 
и 2 в 183 а. о., рис. 1) содержат 90% суммарного 
количества трансгелина 1 в медиальном слое 
аорты. Их количественное соотношение (200/183) 
стабильно в ткани медиального слоя и составляет 
1,0/0,7.

Во всех случаях количество TAGLN в интиме было 
меньше, чем в параллельных образцах медиаль-
ного слоя. Более того, в тех случаях, где в интиме 
наблюдалось накопление гладкомышечных клеток, 
существенно менялось и соотношение количества 
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разных вариантов трансгелина. Преобладающей 
формой становились фракции TAGLN 183, особен-
но в области липофиброзных бляшек (рис. 1 Г). 
Их пропорция (200/183) доходила до 1,0/2,8, то 
есть количество более короткого варианта увеличи-
валось в 4 раза.

При изучении аутопсийных образцов в ряду 
нормальная ткань без атеросклероза – липидное 
пятно/полоса – атеросклеротическая бляшка было
выявлено увеличение содержания фракции транс-
гелина в зависимости от усугубления атероскле-
ротического процесса. На рис. 2 представлены 
полученные данные. В образцах без атеросклероза 
фракции трансгелина не выявлялись в 68,2% слу-
чаев, а в 31,8% – обнаруживались в следовом ко-
личестве. При стадии липидное пятно/полоса четкое 
выявление белка регистрировалось в 4,5% случаев, 
а в области атеросклеротической бляшки количество 
изоформ увеличивалось еще больше и выявлялось 
в 36,4% случаев. Более того, обнаружены атипичные 
фракции TAGLN, некоторые были частично окислен-
ные, что впервые выявлено для трансгелина.

Была отмечена серия кислородных пиков к пеп-
тиду m/z 2052 Да (m – масса иона, z – заряд иона, 

Да – Дальтон). Спектры его фрагментации (рис. 4) 
и полученные результаты поиска подтверждают 
наличие такой модификации. Однако построить 
на всех спектрах фрагментации аминокислотную по-
следовательность этого пептида с учетом окисления 
(программное обеспечение позволяет учесть только 
окисление цистеина) не удается, что подразумевает 
окисление других аминокислотных остатков транс-
гелина и показывает необходимость разработки 
нового алгоритма поиска по результатам тандемной 
масс-спектрометрии в программе Mascot, учитыва-
ющей произвольное окисление а. о.

При проведении иммуноблотинга сыворотки 
крови больных с начальным атеросклерозом не по-
казали иммунный ответ на трансгелин. Сыворотки 
крови больных с выраженным атеросклерозом бо-
лее чем в 30% случаев был выявлен и положитель-
ный иммунный ответ на фракции трансгелина. На 
рис. 5 представлены примеры электрофореграмм 
с положительной иммунной реакцией на транс-
гелин сывороток крови.

Следует отметить, что обнаружена прямая корре-
ляция между реакцией сывороток крови на транс-
гелин и уровнем моно-СРБ (r = 0,57, р < 0,05). 

Рис. 1. Фрагменты зон трансгелинов изоэлектрофореграмм белков интимы

Примечание: А – зона ткани интимы в норме, Б – с увеличением количества фракций TAGLN в интиме нормы, В – 
TAGLN в интиме в зоне липофиброзных бляшек, Г – изменение содержания вариантов TAGLN в интиме в зоне ли-
пофиброзных бляшек (фракции TAGLN обозначены овалами), Д, Е – трехмерные модели результатов компьютерной 
денситометрии двух максимально различающихся случаев по пропорции TAGLN 200/183.
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Рис. 2. Выявление белковых фракций трансгелина в зависимости от стадии атеросклероза

Рис. 3. Фрагменты двумерных электрофореграмм зоны накопления фракций трансгелина
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Таблица 3. Результаты идентификации методом масс-спектрометрии фракций фрагментов гладкомы-
шечного трансгелина

Примечание: * Coverage – % покрытия полной аминокислотной последовательности белка выявленными пептидами. 
** S/M – традиционные показатели идентификации, принятые в англоязычной литературе: Score – показатель соот-
ветствия, или «счет очков», Match peptides – количество совпавших пептидов, Mw – молекулярная масса, pI – изо-
электрическая точка.

Примечание: слева – норма, справа – липофиброзная бляшка. Овалами выделена зона нахождения трех N-концевых 
фрагментов трансгелина.

№ Название 
белка

Номер 
в NCBI 
protein

S/M** C* Mw/pI эксп. Mw/pI 
теорет.

1
Transgelin 
(фрагмент 
5–155)

48255905 328/26 62 18,3/7,40 22,6/8,87

2
Transgelin 
(фрагмент 
5–155)

48255905 256/23 62 18,1/7,60 22,6/8,87

3
Transgelin 
(фрагмент 
21–155)

48255905 232/21 58 17,8/7,50 22,6/8,87
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Рис. 4. Вверху – спектр фрагментации иона m/z 2052 Да, иллюстрирующий наличие окисленных 
пиков, внизу – фрагмент итогового результата биоинформационного анализа «пептидного 
фингерпринта», полученного для верхней фракции фрагмента трансгелина с помощью 
программы Mascot

Рис. 5. Выявление аутоантигенов в ткани аорты

Примечание: слева – фрагмент двумерной электрофореграммы реплики белков аорты после электропереноса 
белков на нитроцеллюлозную мембрану, справа – иммуноблотинг с сывороткой крови больных. Овалами показаны 
фракции, давшие иммунный ответ фракции трансгелинов.

Не было выявлено достоверных корреляций между 
реакцией сывороток крови на трансгелин и уров-
нем СРБ, интерлекина-6, холестерина, ХС-ЛПВП, 
ХС-ЛПНП, триглицеридов в крови.

Обсуждения

Данная работа является пилотной, однако полу-
ченные результаты показали, что гладкомышечный 
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трансгелин подвержен изменениям при атеро-
склеротическом процессе. Выявленные маркеры 
изменения цитоархитектоники гладкомышечных 
клеток в интиме и появление атипичных фраг-
ментов окисленных изоформ гладкомышечного 
трансгелина могут сопровождаться развитием ау-
тоиммунного ответа, что можно рассматривать как 
один из механизмов прогрессирования атероскле-
роза. Нарушение пропорции содержания в интиме 
разных транскрипционных вариантов трансгелина 
(мажорного актин-связывающего белка гладкой 
мышцы) явно отражает присутствие в зоне липо-
фиброзных бляшек существенной части гладкомы-
шечных клеток с измененной цитоархитектоникой, 
что может быть связано с изменением механизма 
пролиферации и образованием атипичных вариан-
тов гладкомышечных клеток. Ранее было показано, 
что в липофиброзных бляшках обнаружены [5] 
иммунокомпетентные клетки, продуцирующие 
антитела к трансгелину. Мы проверили возможную 
роль трансгелина как аутоантигена при атероскле-
ротическом поражении сосудов. По результатам 
двумерного вестерн-блотинга с сыворотками кро-
ви, полученным от больных с разной степенью вы-
раженности атеросклероза, был зарегистрирован 
иммунный ответ на трансгелин сывороток крови 
с выраженным атеросклерозом, что подтвердило 
участие трансгелина и в аутоиммунном процессе 
при атеросклерозе.

Выводы

Полученные результаты показали, что глад-
комышечный трансгелин участвует в патогенезе 
атеросклероза или его прогрессировании. Его 
возможная роль реализуется через миграцию 
гладкомышечных клеток в область липофиброзных 
бляшек в интиме, образование атипичных гладко-
мышечных клеток с их ускоренным дальнейшим 
распадом с образованием окисленных фрагментов 
трансгелина и формированием аутоиммунного 
ответа, утяжеляющего течение заболевания. 
Не менее важна выявленная взаимосвязь между 
иммунными и воспалительными звеньями пато-
генеза атеросклероза. Обнаруженные изменения 
являются одним из этапов патогенеза или отражают 
особенности течения заболевания, что является по-
водом для дальнейших исследований. Не вызывает 
сомнений, что данный белок можно рассматривать 
как перспективный маркер.
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