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РЕЗЮМЕ

Протеомные исследования внесли существенный вклад в изучение патогенеза сердечно-сосудистых заболева-
ний, создавая основу для разработки новых потенциальных биомаркеров оценки риска развития заболеваний 
и их осложнений. 

Цель исследования: обобщить имеющиеся данные о протеомных исследованиях в области сердечно-сосу-
дистых заболеваний атеросклеротического генеза и коронарного атеросклероза. Проведен анализ основных 
зарубежных и отечественных источников преимущественно за последние 15 лет по базам данных PubMed/
Medline, РИНЦ/ELIBRARY.RU. Приоритет был отдан исследованиям по поиску новых протеомных био-
маркеров коронарного атеросклероза, в том числе протеомных маркеров нестабильной атеросклеротической 
бляшки. Приведены данные собственных протеомных исследований потенциальных биомаркеров в области 
коронарного атеросклероза. 
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ABSTRACT

Proteomic studies have made a significant contribution to the study of the pathogenesis of cardiovascular diseases, 
creating the basis for the development of new potential biomarkers for assessing the risk of developing diseases 
and their complications. We analyzed the main foreign and domestic publications over the past 15 years using 
the PubMed/Medline and RSCI/elibrary.ru databases and summarized the available data on proteomic studies in 
the field of atherosclerotic cardiovascular diseases and coronary atherosclerosis. In this literature review, priority 
was given to studies on the search for new proteomic biomarkers of coronary atherosclerosis, including proteomic 
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ВВЕДЕНИЕ

В современном мире изучение раннего атеро-
склероза и вызываемых им осложнений является 
одним из наиболее актуальных направлений науч-
ных исследований сердечно-сосудистых заболева-
ний (ССЗ). Протеомные исследования внесли суще-
ственный вклад в изучение патогенеза ССЗ, создавая 
основу для разработки новых потенциальных био-
маркеров оценки риска развития заболеваний и их 
осложнений.

Атеросклероз – хроническое прогрессирующее 
воспалительное заболевание артерий крупного и 
среднего размера, для которого характерно образо-
вание атеросклеротических бляшек. Атеросклероти-
ческие поражения возникают в результате аномаль-
ного удержания липидов в интиме стенки артерий, 
что приводит к выработке клетками сосудов цито-
кинов и медиаторов воспаления, привлекающих к 
месту поражения циркулирующие моноциты [1, 2]. 
Прогрессирующее накопление липидов, липопроте-
инов и воспалительных клеток приводит к образова-
нию жировой полоски, которая впоследствии эволю-
ционирует в обширное поражение и атерому [3]. 

Патология развивается медленно, и, как прави-
ло, симптомы атеросклероза не проявляются в тече-
ние нескольких лет. Однако продолжающийся рост 
бляшки сокращает просвет сосудов до той степени, 
когда начинается обструкция коронарного кровото-
ка, что приводит к стабильной стенокардии. Сама 
по себе она редко вызывает смертельный исход, но 
в обструктивных и необструктивных атеросклероти-
ческих бляшках могут произойти эрозия или разрыв, 
что заканчивается такими клиническими осложне-
ниями, как ишемия, инфаркт миокарда и смерть от 
сердечно-сосудистых событий [4].

Современные методы исследования повышают 
понимание процессов, ответственных за прогрес-
сирование атеросклеротической бляшки. Благодаря 

имеющимся в настоящее время протеомным мето-
дам, были выявлены новые потенциальные биомар-
керы для прогнозирования рисков, развития небла-
гоприятных сердечно-сосудистых событий [5–7].

ПРОТЕОМНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  
АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ БЛЯШЕК 

Для изучения участия белков в патологическом 
процессе коронарного атеросклероза важно иссле-
довать специфические отношения между белками в 
коронарных артериях, экспрессию и концентрацию 
белков. Протеомный профиль сосудистой стенки 
при коронарном атеросклерозе может помочь обна-
ружить возможные диагностически значимые бел-
ковые структуры или потенциальные биомаркеры 
заболевания и разработать новые подходы к диагно-
стике коронарного атеросклероза и его осложнений.

В первом крупномасштабном протеомном ис-
следовании белков коронарных артерий человека и 
коронарных атеросклеротических бляшек иденти-
фицировало 806 дифференциально экспрессирован-
ных белков. Некоторые из них участвуют в развитии 
атеросклероза, тогда как другие могут быть вовлече-
ны в прогрессирование заболевания. Все они были 
разделены на четыре группы: 1) белки внеклеточно-
го матрикса; 2) липид-связывающие белки и белки, 
связанные с метаболизмом; 3) белки, связанные с 
воспалением; 4) фагоцитарные лиганды и рецепторы 
апоптотических клеток [8].

С точки зрения молекулярной биологии, заболе-
вание ишемической болезнью сердца (ИБС) может 
быть определено как сообщество из тысяч белков, 
которые коллективно изменяют клеточные процес-
сы и приводят к характерному ремоделированию 
локальной среды коронарной артерии. Для характе-
ристики протеома коронарных артерий человека с 
помощью протеомных методов исследования были 
изучены образцы коронарных артерий в двух слу-
чаях аутопсии (мужчины 64 и 69 лет), разделенных 

markers of unstable atherosclerotic plaques. The data from our own proteomic studies on potential biomarkers of 
coronary atherosclerosis are presented.
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на 20 сегментов. Было обнаружено 174 дифференци-
ально экспрессированных белка в патологической и 
нормальной интиме. Молекулярные функции этих 
белков в первую очередь включали: связывание 
(41,47%), каталитическую активность (33,24%), ак-
тивность переносчика (9,41%) и структурную моле-
кулярную активность (7,06%) [9].

Сывороточный амилоидный P-компонент (SAP) 
является белком острой фазы и играет значительную 
роль в биологических процессах сердечно-сосудистой 
системы, таких как воспаление и фиброз. В геморраги-
ческих атеросклеротических бляшках сонных артерий 
по сравнению с фиброзными бляшками наблюдали по-
вышенную экспрессию SAP [10]. Аннексин 5 обнару-
жен в сосудистом эндотелии и обладает противовоспа-
лительным, антикоагулянтным и антиапоптотическим 
действием за счет связывания молекул фосфатидил-
серина [7]. Было показано, что уровень аннексина 5 в 
крови значительно увеличивается после разрушения 
атеросклеротической бляшки [11]. В более позднем 
исследовании на стадии нестабильных атеросклеро-
тических бляшек коронарных артерий отмечали повы-
шенное содержание SAP и аннексина 5 [12].

С помощью масс-спектрометрического анали-
за исследовали артериальный протеом человека 
и особенности, ассоциированные с ранним атеро-
склерозом коронарных артерий и образцов аорты 
(секционный материал от 100 человек в возрасте 
15–55 лет, 200 артериальных образцов). Обнаруже-
ны значительные различия в распространенности 
митохондриального белка, фактора некроза опухо-
ли α, инсулинового рецептора, PPAR-α и -γ между 
коронарными и аортальными образцами, между ате-
росклеротическими и нормальными тканями. Было 
показано, что некоторые биомаркеры тканевых бел-
ков, указывающих на ранний атеросклероз, предска-
зывают анатомически определенный коронарный 
атеросклероз, тем самым подтверждая возможности 
использования протеомики человеческой ткани для 
клинико-диагностических целей. Авторы заключи-
ли, что человеческий артериальный протеом можно 
рассматривать как сложную сеть, архитектурные 
особенности которой значительно различаются в за-
висимости от анатомического положения и наличия 
или отсутствия атеросклероза [13]. 

Циклин-зависимые киназы (CDK) являются се-
риновыми или треониновыми киназами и фосфори-
лируют соответствующие аминокислотные остат-
ки в белках. Известно 11 циклин-зависимых киназ, 
каждая из которых активируется одним или более 
циклинами и другими подобными молекулами после 
достижения их критической концентрации. CDK9 ак-
тивируется циклинами T1, T2a, T2b и K. При умень-

шении внутриклеточной концентрации циклина 
происходит обратимая инактивация CDK. В иссле-
довании у пациентов с коронарным атеросклерозом 
были обнаружены высокие концентрации фермента 
CDK9 по сравнению с контрольной группой. Кроме 
того, высокие значения фермента коррелировали с 
высоким содержанием антигеноподобного кластера 
дифференцировки 14 и моноцитов (макрофагов) в 
атеросклеротическом очаге. Авторы предполагают, 
что CDK9 может быть потенциальным биомаркером 
атеросклеротического воспаления [14].

В протеомном исследовании по изучению гомоге-
натов атеросклеротических бляшек, полученных во 
время операции эндартерэктомии у пациентов с ате-
росклерозом сонных артерий, авторы выявили груп-
пу из 33 белков, дифференциально экспрессирующих 
между стабильными и нестабильными бляшками. 
В нестабильных бляшках обнаружено устойчивое 
увеличение белков ферритина, супероксиддисму-
тазы (СОД) 2, фибриногена (фрагмент D) и сниже-
ние уровня глутатионтрансферазы и СОД3. Данные 
масс-спектрометрии были подтверждены анализом 
вестерн-блот. Функциональная важность разных 
изоформ СОД пока не ясна. Повышенный уровень 
фибриногена (фрагмент D), возможно, способствует 
нестабильности атеросклеротических бляшек. Кро-
ме того, были получены положительные корреляции 
между уровнем ферритина в крови и гомогенатах 
атеросклеротических бляшек, что позволило авторам 
рассматривать ферритин как потенциальный маркер 
прогрессирования атеросклероза [15].

Похожие результаты были получены другой 
группой ученых. При сравнении протеомных профи-
лей гомогенатов стабильных и нестабильных атеро-
склеротических бляшек одного и того же человека 
обнаружили, что в нестабильной бляшке высокая 
концентрация ферритина и фибриногена, а в ста-
бильной атеросклеротической бляшке преобладают 
аpoE, актин и L-лактатдегидрогеназа B. Выявленные 
белки, по мнению авторов, возможно, являются по-
тенциальными маркерами осложнений атеросклеро-
тических поражений [16].

При анализе атеросклеротических бляшек и плаз-
мы крови пациентов с атеросклерозом (n = 34), пе-
ренесших каротидную эндартерэктомию (n = 14), по 
сравнению с белковым профилем здоровых добро-
вольцев, изучили 463 белка. Получены устойчиво 
высокие уровни тромбоспондина-1, белка, регули-
рующего взаимодействия клеток между собой и с 
внеклеточным матриксом, и витамина D-связыва-
ющего белка. Данные были получены с помощью 
жидкостной хроматографии и масс-спектрометрии и 
подтверждены вестерн-блот анализом [17].
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В исследовании комплексом протеомных мето-
дов было обнаружено 118 белков дифференциально 
экспрессированых в фиброзных и геморрагических 
бляшках. Это позволило авторам идентифицировать 
три биологических процесса, связанных с атеро-
склерозом (дегрануляция тромбоцитов, аутофагия 
сосудов и отрицательная регуляция фибринолиза). 
Данные протеомных исследований позволили иден-
тифицировать новые биомаркеры (кальпонин-1, DJ-
1, фактор роста эндотелия сосудов и усилитель про-
теиназы проколлагена C) уязвимости бляшек [10].

При исследовании биомаркеров рака обнару-
жили, что гладкомышечные клетки сосудов имеют 
различную и необычную морфологию в атероскле-
ротической бляшке, которая коррелирует с проли-
феративным состоянием клеток. Протеомный анализ 
выявляет белки, связанные с формированием атеро-
склероза, включая мимекан (остеоглицин), проте-
ин-супрессор Ras-1 (RSUP-1) и катепсин D, которые 
одновременно идентифицированы как биомаркеры 
раковых опухолей. При этом экспрессия мимекана и 
RSUP-1 подавляется в атеросклеротической бляшке, 
тогда как экспрессия катепсина D повышается [17]. 
Более ранние исследования также идентифициро-
вали снижение экспрессии остеоглицина в гемор-
рагических атеросклеротических бляшках, что, по 
мнению авторов, может приводить к нестабильности 
бляшки [10]. Тем не менее существуют исследова-
ния с противоположной точкой зрения. Показано, 
что концентрация остеоглицина в крови пациентов с 
ИБС увеличивается. Однако у пациентов со сложны-
ми коронарными поражениями его уровень был сни-
жен, было высказано предположение, что остеогли-
цин играет роль в стабилизации коронарных бляшек 
[18]. В исследовании, изучавшем прогностическую 
ценность некоторых белков-биомаркеров у пациен-
тов с ИБС, циркулирующий остеоглицин (мимекан), 
экспрессия которого повышена в уязвимых атеро-
склеротических бляшках, был назван многообещаю-
щим биомаркером неблагоприятных сердечно-сосу-
дистых событий [19]. Исследование, выполненное с 
помощью протеомных методов, подтвердило высо-
кое содержание мимекана в образцах стабильных фи-
брозных и нестабильных некротически-дистрофиче-
ского типа атеросклеротических бляшек у пациентов 
с коронарным атеросклерозом [12]. 

Эндотелиальные клетки образуют метаболически 
активный барьер между сосудистым просветом и 
сосудистой стенкой. Окислительный стресс и моди-
фикации тубулина, компонента микротрубочек эн-
дотелиальных клеток, дестабилизируют целостность 
сосудов и увеличивают проницаемость, что приво-
дит к увеличению сердечно-сосудистого риска [20]. 

У кроликов с гиперлипидемией и атеросклеротиче-
скими изменениями повышена регуляции белков 
тропомиозина, актина и кератина в тканях сонной 
артерии и средней мозговой артерии [21]. Мутации 
в гене тропомиозина 1 могут вызывать наследствен-
ные кардиомиопатии, гипертрофию левого желудоч-
ка или нарушения диастолической функции при от-
сутствии гипертонии и стеноза аорты [22].

У пациентов с коронарным атеросклерозом в про-
теомном профиле стабильных атеросклеротических 
бляшек коронарных артерий показано значительное 
повышение содержания белков: актина, тропомиози-
на, виментина, кератина, тубулина и микрофибрилл 
ассоциированного гликопротеина 4 (MAGP-4) [12].

Человеческий сывороточный альбумин (HSA) 
является основным белком плазмы крови челове-
ка. Продемонстрировано, что низкая концентрация 
HSA в крови является прогностическим фактором 
атеросклероза в кровеносных сосудах независи-
мо от традиционных факторов риска у пациентов 
с ВИЧ-инфекцией. Кроме того, отмечено, что HSA 
ассоциирован с маркерами системного воспаления 
и гиперкоагуляции (интерлейкин (ИЛ) 6, фактор 
некроза опухоли α (ФНО-α), С-реактивный белок, 
фибриноген и D-димер). Патофизиологическим ме-
ханизмом, лежащем в основе этой ассоциации, явля-
ется способность HSA связывать многие лиганды, в 
том числе проатерогенные, тем самым предотвращая 
их вклад в окислительный стресс [23]. Нестабильная 
атеросклеротическая бляшка характеризуется из-
быточной экспрессией различных проатерогенных 
факторов и лигандов, что, возможно, приводит к 
переносу HSA из плазмы крови в атеросклеротиче-
ские очаги. Протеомное исследование нестабильной 
атеросклеротической бляшки коронарных артерий 
некротически-дистрофического типа подтвердило 
повышенное содержание HSA и фибриногена [12].

ПРОТЕОМИКА МАКРОФАГОВ  
ПРИ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ

Важнейшими компонентами атеросклеротиче-
ской бляшки являются иммунные клетки, в первую 
очередь макрофаги [24]. Макрофаги бляшки образу-
ются в основном за счет дифференцировки циркули-
рующих моноцитов, рекрутируемых из кровотока. 
Эти моноциты в ходе процесса трансмиграции, в ко-
тором участвуют молекулы адгезии и хемотаксиче-
ские факторы, инфильтрируют артериальную стенку. 
Кроме того, недавно было показано, что резидентная 
популяция макрофагов может поддерживаться также 
за счет местной пролиферации. Макрофаги задей-
ствованы во всех стадиях атеросклеротического по-
ражения, от начала до прогрессирования и разрыва. 
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Кроме того, макрофаги вносят свой вклад в воспале-
ние, аккумуляцию липидов, формирование некроти-
ческого ядра и деградацию фиброзного утолщения, 
ведущую к разрыву бляшки. Однако макрофаги пред-
ставляют собой гетерогенную и пластичную популя-
цию. Недавно было показано, что они также могут 
участвовать в стабилизации атеросклеротических 
бляшек и даже способствовать их регрессии [24].

ФЕНОТИПЫ МАКРОФАГОВ
В ответ на стимулы со стороны микроокружения, 

такие как факторы роста, цитокины и хемокины, ма-
крофаги дифференцируются в различные фенотипы. 
Ранее макрофаги подразделяли на классические (M1) 
и альтернативные (М2), имеющие провоспалитель-
ные характеристики. В частности, цитокины, к кото-
рым относятся ФНО-α, интерферон-гамма (ИФН-γ) 
и гранулоцитарно-макрофагальный колониестиму-
лирующий фактор (ГМ-КСФ), или бактериальные 
продукты, такие как липополисахариды (ЛПС), на-
правляют макрофаги в сторону классического фено-
типа, тогда как альтернативные макрофаги индуци-
руются такими цитокинами, как ИЛ-4 и ИЛ-13 либо 
макрофагальный колониестимулирующий фактор 
(М-КСФ).

Макрофаги M1 вырабатывают высокие уровни 
провоспалительных цитокинов, в том числе ИЛ-12, 
ИЛ-23, ИЛ-6, ИЛ-1β, ИЛ-8 и ФНО-α, и низкие уровни 
противовоспалительного цитокина ИЛ-10. Кроме того, 
они демонстрируют повышенную микробицидную ак-
тивность и выделяют в большом количестве активные 
формы кислорода и азотсодержащие радикалы. 

В отличие от провоспалительных макрофагов M1, 
фенотипу макрофагов М2 присущи высокие уровни 
трансформирующего фактора роста β (TGFβ) и низ-
кие уровни ИЛ-12 и ИЛ-23. Макрофаги М2 в боль-
шом количестве экспрессируют рецептор маннозы 
(CD206) и способствуют заживлению раны благо-
даря процессу эффероцитоза, ремоделированию ма-
трикса и рекрутингу фибробластов [25, 26]. 

Подразделение макрофагов на М1 и М2 основано 
на наблюдениях in vitro и отражает крайние проявле-
ния внутри широкого ряда различных макрофагаль-
ных фенотипов. В настоящее время эта классифика-
ция представляется слишком упрощенным взглядом 
на сложную гетерогеннность фенотипов макрофагов, 
особенно в атеросклеротической бляшке, где разно-
плановое микроокружение участвует в трансформа-
ции макрофагов в сторону либо фенотипа М1, либо 
фенотипа М2. Прежде всего, выделяют четыре под-
типа в фенотипе М2. Макрофаги М2а индуцируются 
ИЛ-4 или ИЛ-13. Они стимулируют клеточный рост 
и репарацию тканей, и для них характерна высокая 

эндоцитозная активность и повышенная экспрессия 
лигандов хемокинов СС – CCL17, CCL18 и CCL22. 
Макрофаги M2b индуцируются иммунными ком-
плексами, ИЛ-1β и толл-подобными рецепторами, 
а также модулируют иммунные и воспалительные 
реакции. В сравнении с другими макрофагами M2 
они демонстрируют способность вырабатывать как 
противоспалительные, так и провоспалительные ци-
токины, такие как ИЛ-10, ИЛ-6, ИЛ-1β и ФНО-α [27]. 

Фенотип M2c или инактивированные макрофаги 
индуцируются TGFβ, ИЛ-10 и глюкокортикоидами. 
Они в большом количестве секретируют CCL16 и 
CCL18 и показывают высокую способность к эффе-
роцитозу [28]. Наконец, макрофаги M2d, получен-
ные после стимуляции агонистами толл-подобного 
рецептора и аденозинового рецептора A2A, в высо-
ких концентрациях вырабатывают фактор роста эн-
дотелия сосудов и в низких концентрациях – ИЛ-12 
и ФНО-α. Кроме того, в отличие от других феноти-
пов M2, эта подгруппа не показывает высокий уро-
вень рецептора CD206 [29].

В геморрагических областях атеросклеротиче-
ской бляшки человека идентифицированы различ-
ные субпопуляции макрофагов, связаны с присут-
ствием гемоглобина и эритроцитов. Макрофаги 
M(Hb) экспрессируют высокий уровень CD206 и 
CD163, рецептора-скевенджера для комплекса ге-
моглобина (гаптоглобина), который необходим для 
эффективного клиренса гемоглобина после внутри-
бляшечного кровоизлияния [30]. После переварива-
ния эритроцитов высвободившаяся гемовая группа 
может стимулировать поляризацию макрофагов в 
фенотип Mhem с последующей активацией фактора 
транскрипции 1. Эта активация приводит к экспрес-
сии гем-оксигеназы-1 (HO-1), печеночного X-ре-
цептора (LXR)-α и АТФ-связывающего кассетного 
транспортера ABCA1, который демонстрирует ате-
ропротективное действие и предотвращает образова-
ние пенистых клеток [31, 32]. 

РОЛЬ ФЕНОТИПОВ МАКРОФАГОВ  
В АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКОЙ БЛЯШКЕ 

Развитие атеросклеротической бляшки, а также 
ее активность связаны с возрастанием общего коли-
чества резидентных макрофагов в бляшке. В част-
ности, число макрофагов M1 и M2 увеличивается с 
ростом бляшки, и общее количество макрофагов в 
нестабильной бляшке больше, чем в стабильной [33, 
34]. Поскольку каждый макрофагальный фенотип 
проявляет различные свойства и демонстрирует раз-
личные функции, преобладание определенного фено-
типа может оказывать сильное влияние на развитие, 
стабилизацию или регрессию бляшки. Показано, что 
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макрофаги, локализованные в плече бляшки (месте, 
склонном к разрыву), в основном проявляют про-
воспалительный фенотип и экспрессируют маркеры 
M1, тогда как макрофаги, расположенные в фиброз-
ной покрышке, экспрессируют как маркеры M1, так 
и маркеры M2 [33]. Таким образом, если макрофаги 
M1, находящиеся в фиброзной покрышке, участвуют 
в дестабилизации бляшки путем выработки ММП, 
то макрофаги M2 могут частично купировать такое 
дестабилизирующее действие, выделяя профибро-
тические факторы, такие как фибронектин, инсули-
ноподобный фактор роста и TGFβ, что способствует 
стабилизации бляшки [35]. Поэтому в стабильных 
бляшках наблюдается преобладание макрофагов M2. 
Напротив, макрофаги M1 преобладают в склонных к 
разрыву бляшках [34–36].

Атеросклеротические бляшки из сонной артерии 
человека были проанализированы с помощью поли-
меразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени и вестерн-блоттинга. При анализе клеточного 
содержимого и распределения макрофагов M1 и M2 
было показано, что в стабильных бляшках экспрес-
сия CD68 была ниже в 3 раза, экспрессия ABCA1 в –  
2,7 раза, а экспрессия CD206 (маркера M2) была выше 
в 2 раза по сравнению с нестабильными бляшками. 
Кроме того, показано, что макрофаги M2 в стабиль-
ных бляшках встречаются в сравнительно большом 
количестве (42 ± 5% от общей популяции макрофа-
гов), а в нестабильных бляшках – только 23  ± 3% 
[37]. Основываясь на этом, возможно выдвинуть ги-
потезу, что баланс между макрофагами M1 и M2, а 
также их распределение в бляшке может сильно вли-
ять на судьбу атеросклеротического поражения.

Всестороннее изучение различных фенотипов ма-
крофагов и их распространенности в бляшке могут 
оказаться важными для предсказания клинического 
исхода и профилактики смертельных событий при 
ССЗ. Поскольку главными действующими фактора-
ми большинства биологических процессов являются 
белки, протеомный профиль может стать эффектив-
ным инструментом для идентификации сложных мо-
лекулярных путей в многофакторных заболеваниях, 
включая атеросклероз. 

ПРОТЕОМНЫЙ АНАЛИЗ МАКРОФАГОВ  
В АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКОЙ БЛЯШКЕ

Атеросклеротическая бляшка представляет со-
бой сложную структуру, состоящую из нескольких 
типов клеток с различными фенотипами. Характер 
изменений в бляшке сильно зависит от межклеточ-
ных взаимодействий. Благодаря протеомному анали-
зу бляшки, можно получить широкий спектр белков, 
принимающих участие в развитии атеросклероза. 

Присутствие в атеросклеротической бляшке в высо-
ком количестве белков, вырабатываемых макрофага-
ми, также подтверждает важную роль этих клеток. 

Анализ 35 атеросклеротических бляшек из коро-
нарных артерий человека с помощью прямой протео-
мики тканей с использованием жидкостной хромато-
графии с тандемной масс-спектрометрией (ЖХ-МС/
ТМС) позволил идентифицировать в общей сложно-
сти 806 белков, что дало первую полномасштабную 
протеомную карту коронарных атеросклеротических 
бляшек человека. Показано, что среди этих белков 
в резидентных макрофагах во внутренней оболочке 
стенки сосудов, которые демонстрируют фенотип 
пенистых клеток, экспрессируется аннексин I [8]. 
Кроме того, в этом исследовании авторы показали, 
что метод прямой протеомики тканей сравним с ла-
зерной захватывающей микродессекцией, и с помо-
щью этого метода возможно определить абсолютное 
количество специфичных цитокинов и факторов ро-
ста в коронарных артериях, встречающихся в низкой 
концентрации.

Проведено исследование с помощью ЖХ-МС/
ТМС на экстрактах стабильных участков и участков 
после разрыва из только что выделенных бляшек из 
сонной артерии человека. В ходе анализа было иден-
тифицировано несколько белков и биологические 
пути, ассоциированные с разрывом бляшки, такие 
как потеря бляшкой белков базальной мембраны, 
внеклеточный протеолиз, воспаление и снижение 
матричной адгезии клеток, которые были подтверж-
дены в экстрактах бляшек с разрывом из сонной ар-
терии человека [38].

Макрофаги играют важнейшую роль в возникно-
вении и прогрессировании развития атеросклероти-
ческой бляшки. Они представляют собой сложную 
гетерогенную популяцию из нескольких фенотипов, 
для которых характерны различные и зачастую про-
тивоположные функции. Возможность определить 
общий профиль каждого фенотипа – привлекатель-
ная цель для разработки терапевтических стратегий, 
направленных на остановку прогрессирования забо-
левания и стимулирование регрессии. Протеомика 
дает эффективный инструмент, включающий раз-
личные высокопроизводительные и постоянно раз-
вивающиеся методы, которые могут помочь понять 
многообразие присутствующих в атеросклеротиче-
ской бляшке клеток и их поведение. Протеом пред-
ставляет собой богатый источник потенциальных 
биомаркеров, которые могут оказаться полезными 
для характеристики прогрессирования атероскле-
роза и определения диагностических и терапевти-
ческих мишеней, направленных на стабилизацию и 
(или) регрессию бляшки [39].
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МЕТОД MALDI И ПРОТЕОМНЫЙ  
ПРОФИЛЬ СЫВОРОТКИ КРОВИ  
ПРИ КОРОНАРНОМ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ

В нашем исследовании протеомного профиля сы-
воротки крови при коронарном атеросклерозе мы ис-
пользовали традиционный метод матрично-активи-
рованной лазерной десорбции (ионизации) (MALDI) 
по базе данных NCBI с разделение белков методом 
2Д электрофореза. Исследовали образцы сыворотки 
крови от пациентов с ИБС и коронарным атероскле-
розом и группы «без ИБС». Исследование белков 
проводили на пулах (смеси) сывороток крови. Были 
выделены группы белковых фракций, содержание 
белка в которых изменяется более чем в 1,5 раза 
между опытом и контролем (p < 0,05). Большинство 
белков, уровень которых изменяется в образцах сы-
вороток пациентов с коронарным атеросклерозом, 
можно отнести к белкам острой фазы воспаления и 
транспортным белкам: церулоплазмин, транстире-
тин, ретинол-связывающий белок 4, гемопексин и 
белки – компоненты системы комплемента С3, С4 и 

С9. Также в крови больных снижался уровень кини-
ногена и транскрипционных регуляторов – изофор-
мы белка с цинковыми пальцами (zinc finger protein 
133) и B-cell CLL/lymphoma 6 member B protein. Вы-
явлено повышение уровня в пуле сывороток крови 
пациентов с коронарным атеросклерозом следую-
щих белков: гемопексин, транстиретин, ретинол-свя-
зывающий белок 4, белки системы комплемента С4, 
С9 и С3 (цепь В) (табл. 1) [40].

Известно, что при атеросклерозе и ССЗ происхо-
дит активация системы комплемента [41]. В нашем 
исследовании выявлено повышение содержания 
компонентов комплемента С3 (цепь В), С4, С9, и 
снижение уровня компонента комплемента С3 (цепь 
С) в пуле сывороток пациентов с коронарным атеро-
склерозом. Сопоставление положений данных бел-
ков на геле с их теоретическим молекулярным ве-
сом свидетельствует о том, что, по-видимому, нами 
обнаружены некоторые изоформы С3 (цепь С). На 
сегодняшний день нет данных о связи между кон-
центрациями в сыворотке различных изоформ цепей 
компонента С3 и атеросклерозом. 

Т а б л и ц а  1

Масс-спектрометрическая идентификация белков сыворотки крови [40]
№ пятна Id NCBI Название белка Масса, кДа pI sc, % score ∆

1.1 gi|386789 Гемопексин 51 512 6,57 40 70 +1,7
1.2 gi|386789 Гемопексин 51 512 6,57 26 72 +2
1.3 gi|386789 Гемопексин 51 512 6,57 26 74 +1.6
1.4 gi|386789 Гемопексин 51 512 6,57 28 78 +5,7
2.1 gi|180249 Церулоплазмин 97 637 5,29 29 97 –1,6
2.2 gi|47125416 Церулоплазмин 24 668 8,52 57 113 –3,8
2.3 gi|47125416 Церулоплазмин 24 668 8,52 52 69 –2,0
3.1 gi|545478558 Белок с цинковыми пальцами 133 изоформа f 70 201 9,43 33 70 –11
3.2 gi|545478558 Белок с цинковыми пальцами 133 изоформа f 70 201 9,43 31 68 –10
4 gi|62898910 Кининоген 1 47 823 6,29 36 74 –1,8
5.1 gi|78101271 Комплемент компонент C3c, цепь C 39 463 4,79 58 102 –3,5
5.2 gi|78101271 Комплемент компонент C3c, цепь C 39 463 4,79 43 79 –2,4
6 gi|2258128 Комплемент компонент 9 61 728 5,42 26 91 +2
7 gi|78101270 Комплемент компонент C3c, цепь B 21 482 5,84 45 114 +2,9
8 gi|401871713 Комплемент компонент C4 chain C 33 052 6,37 45 70 +1,4
9.1 gi|212374952 Транстиретин, вариант V20s, цепь A 13 741 5,35 89 176 +4,6
9.2 gi|377656323 Транстиретин, цепь A 12 869 5,33 81 82 –2,7
9.3 gi|377656323 Транстиретин, цепь A 12 869 5,33 81 83 +3,6
9.4 gi|2098255 Транстиретин, цепь A 13 829 5,35 59 67 +3,7
10 gi|305677614 Ретинол-связывающий белок 4, цепь A 20 018 5,24 77 105 +9

____________
Примечание .  ∆ – изменение концентрации белков в сыворотке пациентов с коронарным атеросклерозом относительно контроля, sc – 
покрытие сиквенса. 

Транстиретин и ретинол-связывающий белок яв-
ляются функционально взаимодействующих между 
собой белками, образующими транспортный ком-
плекс витамина А. В нашем исследовании было об-
наружено три изоформы транстиретина (9.1, 9.3 и 
9.4), концентрация которых повышалась в сыворот-

ках больных, и одна изоформа (9.2) с пониженной 
концентрацией (см. табл. 1). Сумма интенсивностей 
окрашивания всех обнаруженных изоформ показала, 
что общая концентрация транстиретина повыша-
ется в сыворотках больных людей. Изоформы 9.2 
и 9.4 имеют одинаковую изоэлектрическую точку  
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и, возможно, 9.4 является мономером, а 9.2 – муль-
тимерной формой. Таким образом, в сыворотках па-
циентов с атеросклерозом преобладает мономерная 
форма транстиретина. Транстиретин синтезируется 
в печени, в плазме находится в виде гомотетраме-
ра весом 55 кДа, состоящего из субъединиц весом  
13,8 кДа, обеспечивает транспорт тироксина и рети-
нола. Неправильная сборка тертамера, в том числе 
вследствие точечных мутаций, может приводить к 
образованию амилоидных фибрилл, что часто про-
исходит в пораженных артериях [42]. Концентрация 
тримерной формы транстиретина отрицательно вза-
имосвязана с риском развития ССЗ [43]. 

В плазме транстиретин связывается с рети-
нол-связывающим белком, образуя комплекс, функ-
ционирующий как система транспорта витамина А. 
Концентрация ретинол-связывающего белка 4 ассо-
циирована с сердечно-сосудистыми факторами ри-
ска, связанными с инсулинорезистентностью и ИБС, 
поэтому этот белок может быть маркером метабо-
лических осложнений, атеросклероза и использован 
для оценки ИБС [44]. Кроме того, известно, что у па-
циентов с коронарным атеросклерозом повышенный 
уровень ретинол-связывающего белка 4 коррелирует 
с тяжестью течения заболевания [45]. 

Гемопексин, гликопротеин острой фазы, связы-
вающий гемоглобин и свободный гем, защищает ор-
ганизм от возможных окислительных повреждений. 
Известно, что железо накапливается в атеросклеро-
тических бляшках и пораженных участках артерий, и 
в каталитически активной форме способно вызывать 
проатерогенные события, такие как производство 
активных форм кислорода и перикисное окисление 
липидов [46]. Поэтому гем-связывающий гемопек-
син некоторые исследователи рассматривают как 
защитный белок в этом процессе, хотя до конца его 
роль в атеросклерозе не выяснена [47]. Нами выяв-
лено повышение концентрации четырех изоформ 
гемопексина в сыворотках пациентов с коронарным 
атеросклерозом [40]. 

Церулоплазмин – специфический медьсодер-
жащий гликопротеин плазмы, относится к белкам 
острой фазы. Церулоплазмин обладает про- и анти-
воспалительными свойствами, поэтому его роль в 
атеросклерозе противоречива. Есть данные о том, 
что сниженный уровень церулоплазмина может 
быть неблагоприятным прогностическим признаком 
у больных ишемической болезнью сердца при соче-
тании с высокими концентрациями С-реактивного 
белка, известного маркера острой фазы [48]. Однако 
существуют исследования, ассоциирующие высокий 
уровень церулоплазмина с сердечной недостаточ-
ностью [49]. Анализ белков, снижающихся в пуле 

сывороток крови больных с коронарным атероскле-
розом, показал снижение уровня одной изоформы и 
двух фрагментов церулоплазмина [50].

МЕТОД MRM ПРИ ИССЛЕДОВАНИЯХ  
ВЗАИМОСВЯЗЕЙ КОНЦЕНТРАЦИЙ БЕЛКОВ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ С НЕСТАБИЛЬНОЙ 
АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКОЙ БЛЯШКОЙ  
ПРИ КОРОНАРНОМ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ 

Метод MALDI с идентификацией белков по их 
пептидным картам стал настоящим стандартом в 
протеомных исследованиях. Но дальнейшее усо-
вершенствование методов и приборов позволило 
анализировать сложные смеси и достичь более вы-
сокой точности. Современный количественный про-
теомный анализ, используемый для идентификации 
и определения биологических молекул на основе 
масс-спектрометрии, является методом с точным 
количественным одновременном определением 
большого количества белков в различных биологи-
ческих образцах. Мониторинг множественных ре-
акций (MRM) с пептидами внутреннего стандарта, 
меченными стабильными изотопами, является наи-
более широко используемым методом абсолютного 
количественного анализа белков-мишеней в области 
протеомики [51].

Мы исследовали образцы сыворотки крови  
40 мужчин. В 1-ю группу (St) включили пациентов, у 
которых, по данным гистологического анализа, в об-
разцах атеросклеротических бляшек (АБ) были толь-
ко стабильные формы; во 2-ю группу (Ns) – пациен-
ты, у которых присутствовали только нестабильные 
[52]. Концентрации белков в образцах сыворотки 
крови измеряли с помощью набора PeptiQuant Plus 
Proteomics Kit (Cambridge Isotope Laboratories, США), 
идентификацию белков осуществляли методом MRM 
на тройном квадруполь-времяпролетном масс-спек-
трометре сверхвысокого разрешения с ионизацией 
электроспреем, комбинированным с высокоэффек-
тивным жидкостным хроматографом. В результате 
сравнительного анализа были выделены белки, кон-
центрация которых статистически значимо различа-
лась в исследуемых группах (p < 0,05) (табл. 2).

В образцах сыворотки крови у пациентов с неста-
бильными АБ выявили повышенные концентрации 
белков аттрактина, фактора комплемента Н, фибри-
ногена и фибулина-1, а также сниженное содержание 
белков, участвующих в развитии воспалительного 
процесса и реализации иммунного ответа организма, 
таких как церулоплазмин, гемопексин, гаптоглобин, 
афамин, компоненты комплемента (C3, C7, C9), и 
фактора комплемента В. 
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При одновременном сниженном уровне белков, 
участвующих в каскаде коагуляции, процессе фибри-
нолиза и белков, связанных с ними функционально 
(α-2-антиплазмин, α-2-макроглобулин, кофактор ге-
парина 2, коагуляционный фактор XII, протромбин, 
плазминоген, PAI-1, витронектин). Многофактор-
ный логистический регрессионный анализ подтвер-
дил связь нестабильности с концентрацией аттрак-
тина (отношение шансов (ОШ) = 1,045; р = 0,027),  
афамина (ОШ = 0,988; р = 0,001), гемопексина  
(ОШ = 0,997; р = 0,020), гаптоглобина (ОШ = 0,967;  
р = 0,001) и компонентов системы комплемента. 
Кроме того, многофакторный логистический регрес-
сионный анализ показал связь нестабильности с по-
вышенной концентрацией фибулина-1 (ОШ = 1,008; 
р = 0,05) у пациентов с нестабильными АБ.

ПРОТЕОМНЫЙ ПРОФИЛЬ ТКАНИ  
АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ БЛЯШЕК  
НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ РАЗВИТИЯ  
ПРИ КОРОНАРНОМ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ

Чтобы изучить участие белков в патологическом 
процессе коронарного атеросклероза, важно иссле-
довать специфические отношения между белками 

различных стадий развития атеросклеротических по-
ражений в коронарных артериях. В дополнение к из-
менениям в известных липидных и воспалительных 
молекулах некоторые белки могут влиять на разви-
тие атеросклеротических поражений в нестабильные 
бляшки. Временной анализ протеомного профиля 
сосудистой стенки при коронарном атеросклерозе 
может помочь обнаружить возможные диагностиче-
ски значимые белковые структуры или потенциаль-
ные биомаркеры заболевания и разработать новые 
подходы к диагностике коронарного атеросклероза и 
его осложнений.

Мы исследовали образцы ткани атеросклероти-
ческих бляшек, содержащие комплексы «интима – 
медиа» коронарных артерий. Все образцы были по-
лучены от пациентов, поступивших на операцию ко-
ронарного шунтирования, которым в ходе операции 
по интраоперационным показаниям была проведена 
эндартерэктомия из коронарных артерий. Для иссле-
дования были взяты образцы от пациентов (мужчин) 
со сходными клиническими характеристиками. По 
результатам морфологического и гистологического 
анализа все образцы были классифицированы как 
стабильные или нестабильные АБ. Для протеомного 
анализа были подготовлены пулы гомогенатов ате-

Т а б л и ц а  2 
Количественная масс-спектрометрическая идентификация белков в крови, M ± SD [52]

№ Название белка Концентрация белка, fmol/µl p1-я группа (St) 2-я группа (Ns)
1 Сывороточный альбумин 374440,00 ± 61793,83 354465,00 ± 58076,57 0,140
2 Церулоплазмин 1891,77 ± 511,66 1646,48 ± 418,60 0,021
3 α-1-кислый гликопротеин 18027,10 ± 7298,18 13287,65 ± 4678,42 0,001
4 α-1-антихимотрипсин 6224,75 ± 3299,37 4545,25 ± 2367,32 0,011
5 α-1-антитрипсин 27696,0 ± 7929,29 23672,0 ± 9887,34 0,048
6 Гемоглобин (subunit α) 4785,9 ± 2342,02 4204,15 ± 2608,95 0,297
7 Гаптоглобин 589,55 ± 261,55 479,60 ± 194,18 0,036
8 Гемопексин 1973,6 ± 247,48 1756,55 ± 310,65 0,001
9 Серотрансферрин 19999,50 ± 3002,74 18329,50 ± 3243,45 0,019
10 Ретинол-связывающий белок 4 1237,08 ± 287,36 1372,42 ± 413,33 0,093
11 Транстиретин 510,13 ± 179,43 640,23 ± 456,87 0,098
12 Афамин 330,12 ± 117,85 264,59 ± 73,53 0,004
13 Аполипопротеин A-I 21096,25 ± 6127,08 21626,0 ± 3662,74 0,640
14 Аполипопротеин B-100 276,24 ± 79,53 211,04 ± 68,84 0,0001
15 Аполипопротеин C-I 5019,2 ± 1251,40 5069,6 ± 1353,80 0,863
16 Аполипопротеин L1 590,28 ± 158,45 501,25 ± 200,51 0,031
17 Компонент комплемента C1q (subunit B) 75,86 ± 31,96 67,07 ± 17,17 0,129
18 Компонент комплемента C1q (subunit C) 117,84 ± 36,25 120,22 ± 35,42 0,768
19 Компонент комплемента C1r 230,49 ± 51,37 210,20 ± 70,84 0,147
20 Компонент комплемента C1s 47,18 ± 10,83 48,99 ± 22,84 0,652
21 Компонент комплемента C3 590,51 ± 137,97 516,46 ± 139,39 0,019
22 Компонент комплемента C7 73,23 ± 19,38 61,94 ± 11,18 0,002
23 Компонент комплемента C9 167,05 ± 66,10 138,93 ± 56,85 0,045
24 Фактор комплемента B 4951,7 ± 1358,16 4215,7 ± 1135,39 0,010
25 Фактор комплемента H 530,54 ± 79,29 577,37 ± 84,59 0,014
26 Аттрактин 48,43 ± 9,97 55,17 ± 17,14 0,035
27 Фибриноген, α-chain 143,55 ± 4,79 261,0 ± 21,88 0,001
28 Фибриноген, γ-chain 55,3 ± 32,9 113,04 ± 72,14 0,001
29 Фибулин-1 660,54 ± 98,04 713,33 ± 131,49 0,045
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росклеротических бляшек на разных стадиях разви-
тия: 1) пул гомогенатов стабильных атеросклероти-
ческих бляшек на стадии липидоза и фиброза (StL);  
2) пул гомогенатов стабильных атеросклеротиче-
ских бляшек в стадия фиброза и кальцификации 
(StF); 3) пул гомогенатов нестабильных атероскле-
ротических бляшек некротически-дистрофического 
типа (Ns). Кроме того, были определены протеом-
ные профили каждой атеросклеротической бляшки. 

Белки были идентифицированы методом масс-спек-
трометрии MALDI по картам триптической массы 
с помощью алгоритма поиска Mascot. Для поиска 
различий применяли количественный критерий 
разницы как минимум в 1,5 раза между средними 
значениями интенсивности окрашивания белковых 
пятен (в относительных единицах интенсивности, 
отн. ед. инт.) в группах, соответствующих трем ста-
диям (табл. 3).

Т а б л и ц а  3 . 

Сравнение количества белка для пулов и индивидуальных гелей в гомогенатах атеросклеротических бляшек,  
отн. ед. инт., ×105 [53]

№ Название белка
MIX / INDIVID

StL, n = 5 StF, n = 5 Ns, n = 5
1–3 Сывороточный альбумин 4,3 / 5,2 12,3 / 7,7 46,3 / 22,6
4–6 Виментин 101 / 12,9 2,4 / 5 4,1 / 13,2
7 Тубулин (β chain) 2,5 / 7,6 1,4 / 3,1 1,1 / 4,3

8–10 Актин (α cardiac muscle 1)
Актин (aortic smooth muscle) 84 / 98,3* 29,2 / 43,5 33,4 / 32,1

11 Актин (cytoplasmic) 91,3 / 92,6 18,4 / 53,1 37,7 / 33,4
12–14 Фибриноген (β chain) 1,3 /– 3,2 / 19,2 2,9 / 331,2
15 Тропомиозин (β chain) 40,3 / 37,9 2 / 17,0 2 / 12,9
16 Тропомиозин (α1 chain) – / 7,8 – / 2,7 – / 4
17–19 Микрофибрилл-ассоциированный гликопротеин 4 22,4 / 39,4 4,5 / 54,9 3,2 / 26,7
20 Мимекан 26,5 / 44,0 126,5 / 63,7 55,4 / 49,3
21 Аннексин A5 2,8 / 8 0,7 / 16,1 2,2 / 8,4
22 Кератин (type I cytoskeletal 9) 6,4 / 23,8* –/ 7,5 1,7 / 2
23–24 Сывороточный амилоид (P-component) 25,3 / 40 5,9 / 48,8 22,2 / 61
25 Пероксиредоксин-2 – / 1 – / 4,7 – / 2,5

____________
Примечание . MIX – средние данные для пулов гомогенатов бляшек; INDIVID – средние данные для индивидуальных гелей гомогена-
тов бляшек.  *статистически достоверные различия, р < 0,05.

Сравнение индивидуальных гелей атероскле-
ротических бляшек показало существование зна-
чительных индивидуальных различий в интенсив-
ности конкретных пятен между образцами бляшек 
внутри одной стадии. По мере развития бляшки от 
стабильной на стадии липоидоза и фиброза до не-
стабильной, эти различия возрастают. Этот факт не 
позволил обнаружить статистически достоверные 
различия между группами образцов разных стадий 
в большинстве случаев. Изоформы одного и того 
же белка, различающиеся только по точке pI, были 
сгруппированы вместе. Сводные данные по сравне-
нию количества белка (относительные единицы ин-
тенсивности) в соответствующих пятнах в группах 
StL, StF, Ns показаны в табл. 3. На стадии липоидоза 
и фиброза стабильных атеросклеротических бляшек 
повышено содержание белков цитоскелета: акти-
нов, тубулина, тропомиозина, кератина и вимен-
тина. На стадии фиброза и кальциноза стабильных 
атеросклеротических бляшек обнаружено значи-

тельное повышение уровня белков, ответственных 
за регуляцию миграции, пролиферации клеток и 
участвующих в окислительно-восстановительном 
гомеостазе клеток: микрофибрилл-ассоциирован-
ного гликопротеина-4, мимекана, аннексина А5 и 
пероксиредоксина-2. Нестабильные атеросклеро-
тические бляшки (некротически-дистрофический 
тип) характеризуются высоким содержанием сыво-
роточного альбумина, фибриногена, сывороточного 
амилоида (P-компонент) и максимумом содержания 
виментина [53].

Результаты этих исследований представляют 
собой потенциальную протеомную платформу для 
дальнейшего изучения нестабильности бляшек при 
коронарном атеросклерозе. Определение потенци-
альной роли исследованных белков в развитии коро-
нарного атеросклероза, а также их прогностической 
ценности в качестве биомаркеров нестабильности 
атеросклеротических бляшек должно стать предме-
том дальнейших исследований.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Попытки прояснить молекулярные механизмы, 

лежащие в основе сердечно-сосудистых заболева-
ний, предпринимались неоднократно, тем не менее 
эти заболевания по-прежнему остаются одной из ос-
новных причин смерти во всем мире. Атеросклероз 
является морфологической основой ИБС и ее ослож-
нений. Протеомика сердечно-сосудистой системы –  
новая область, в которой за последние несколько лет 
был достигнут значительный прогресс в определении 
новых биомаркеров-кандидатов диагностики и полу-
чении информации о молекулярной патофизиологии 
сердечно-сосудистых заболеваний. Протеом плазмы 
крови человека отражает физиологическое состояние 
сердечно-сосудистой системы, в течение десятилетий 
используется для исследования биомаркеров плазмы в 
стандартном анализе, предназначенном для диагности-
ки и мониторинга сердечно-сосудистых заболеваний. 

Диагностика пациентов с атеросклеротическими 
бляшками высокого риска до проявления клиниче-
ских проявлений остается сложной задачей и тре-
бует улучшения подхода к прогнозированию появ-
ления симптомов. Развитие протеомных технологий 
сделало возможным анализ белков, связанных с раз-
витием заболевания. Эти изменения отражают моле-
кулярные и клеточные механизмы и могут дать воз-
можность прогнозировать динамику заболевания. 
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