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Транстиретин, один из главных белков крови, содержит множество посттрансляционных модификаций,
в том числе, связанных с развитием тяжелых заболеваний, включая болезнь Альцгеймера и семейную
амилоидную полинейропатию. С целью определения роли модифицированных форм транстиретина в
развитии болезни Альцгеймера в представленной работе разработана комплексная аналитическая мето�
дика, основанная на использовании двух масс�спектрометрических подходов (bottom�up и top�down).
Высокая эффективность этой методики показана на 10 образцах сыворотки крови, полученных от па�
циентов с диагнозом болезнь Альцгеймера и здоровых добровольцев.

Ключевые слова: протеомика, транстиретин, посттрансляционные модификации, тандемная масс�спек�
трометрия.
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Определение содержания белков (таких как
альбумин и трансферрин) в сыворотке крови че�
ловека с помощью стандартных биохимических
методов широко применяется в клинической ме�
дицине. Совершенствование способов выделения
белковой фракции, ее очистки и разделения, а
также внедрение высокочувствительных методов
анализа, в частности масс�спектрометрии, позво�
лило повысить достоверность и воспроизводи�
мость результатов белкового профилирования как
сыворотки крови в целом, так и отдельных ее фрак�
ций c целью выявления посттрансляционных мо�
дификаций и изучения их связи с различными за�
болеваниями [1].

Транстиретин – белок плазмы крови, состоя�
щий из четырех одинаковых субъединиц (130 ами�
нокислотных остатков) с общей молекулярной мас�
сой около 55  кДа, является компонентом сложного
ретинол�связывающего транспортного белка. Тран�
стиретин в норме содержит множество посттранс�
ляционных модификаций [2]. Некоторые модифи�
кации (например, гликозилирование [3]) связаны с
мутациями в гене этого белка, которые приводят к
развитию таких заболеваний, как наследственная
амилоидная полинейропатия и болезнь Альцгейме�
ра [4]. Показано, что транстиретин участвует в про�
теолизе агрегатов β�амилоида, при этом уровень
транстиретина в крови значительно снижен при бо�
лезни Альцгеймера [5, 6]. Известно также, что на аг�
регацию и нейротоксичность β�амилоида влияют
различные модификации Cys10 в молекуле тран�
стиретина [5].

Селективное выделение транстиретина из кро�
ви представляется достаточно трудоемким процес�
сом, поскольку основное место среди белков крови
принадлежит альбумину (90% по массе), а доля
других белков составляет всего 10%. Довольно рас�
пространенный, но очень сложный и долгий спо�
соб выделения транстиретина включает осаждение
балластных белков органическими растворителя�
ми, диализ супернатанта против буферных раство�
ров, очистку с помощью ионообменной хромато�
графии и гель�фильтрации [7]. Метод иммунопре�
ципитации, несмотря на высокую степень чистоты
получаемого препарата, позволяет выделять весьма
малые количества белка при высоких затратах. Вы�
деление транстиретина из плазмы крови возможно
также электрофоретическими методами, посколь�
ку электрофоретическая подвижность транстире�
тина выше, чем у альбумина. К преимуществам
этого подхода относятся низкая стоимость, высо�
кий выход и высокая степень чистоты белка.

Основные методы идентификации белков и
пептидов с применением масс�спектрометрии вы�
сокого разрешения – процедуры bottom�up (по вос�
ходящей) и top�down (по нисходящей). Подход top�
down удобен тем, что не требует дополнительной
подготовки пробы – с помощью масс�спектрометра

сверхвысокого разрешения измеряются точные
массы полноразмерных белков, и по разнице в мас�
сах нативной и модифицированных форм иденти�
фицируется модификация, а с помощью различных
методов фрагментации, например, при столкнови�
тельной диссоциации (CID), изолируемый белок
фрагментируется на более мелкие ионы, и проис�
ходит проверка правильности определения моди�
фикации и ее примерная локализация. Процедура
bottom�up предполагает, наоборот, переход от пеп�
тидов к белкам [8]. При этом белок обычно гидро�
лизуют сайт�специфичным ферментом, измеряют
массы ионов полученных пептидов и фрагменти�
руют их методом столкновительной диссоциации
[9]. Затем проводят поиск по базам данных спек�
тров фрагментации гидролизатов белков для иден�
тификации белка и его модификаций. Достоин�
ством подхода bottom�up является высокая досто�
верность и возможность идентифицировать не
только сами белки и их посттрансляционные моди�
фикации, но и локализовать эти модификации с
точностью до аминокислотного остатка.

В представленной работе для идентификации
посттрансляционных модификаций транстире�
тина разработана комплексная аналитическая
методика, основанная на использовании двух
масс�спектрометрических подходов (bottom�up
и top�down). Эта методика протестирована на
клинических образцах сыворотки крови здоро�
вых доноров и пациентов с диагнозом болезнь
Альцгеймера.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение образцов сыворотки крови. Использо�
вали образцы крови семи пациентов с болезнью
Альцгеймера и трех здоровых мужчин (контроль)
без артериальной гипертензии и сахарного диабета
в обеих группах. Кровь отбирали в стерильные по�
липропиленовые контейнеры. Первичную обра�
ботку образцов проводили не более чем через
20 мин после сбора. После забора крови с исполь�
зованием вакуумной системы “Проба” (“CDRich”,
КНР) получали сыворотку в соответствии с ин�
струкцией. Образцы сыворотки замораживали при
–80°С и транспортировали в сосуде Дьюара с жид�
ким азотом. Каждому образцу присваивали номер.
В сопроводительной документации указывали
время и дату сбора образца, возраст, пол и клини�
ческие параметры донора, вредные привычки, све�
дения о возможной патологии.

Электрофорез SDS�PAGE. Электрофорез про�
водили в полиакриламидном геле в денатурирую�
щих условиях (SDS�PAGE) с использованием
прибора фирмы “BioRad”. Для этого были приго�
товлены разделяющий 14%�ный гель (Tрис�HCl
pH 8.8, 0.375 М, акриламид 12.5%, персульфат ам�
мония 0.1% и ТЕМЕD 0.1%) и концентрирующий
6%�ный гель (Tрис�HCl pH 6.8, 0.130 M, акрила�



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2013

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫХ МОДИФИКАЦИЙ ТРАНСТИРЕТИНА 1013

мид 6%, персульфат аммония 0.1% и ТЕМЕD
0.1%). Образец сыворотки крови размораживали
непосредственно перед анализом, разводили в
10 раз в буфере Tрис�HCl pH 6.8. Далее 4 мкл раз�
веденного образца смешивали с 1 мкл раствора
бромфенолового синего (буфер Tрис�HCl, pH 6.8,
200 мM, β�меркаптоэтанол 400 мM, SDS 4%, гли�
церин 40%). В лунки наносили образцы плазмы
крови (5 мкл), контролем служил раствор ком�
мерческого транстиретина (1 мг/мл, “Sigma”).
Электрофорез проводили в трис�глициновом бу�
фере, pH 8.3, в течение 1.5 ч при 25 мА. Получен�
ные гели в течение 25–30 мин обрабатывали фик�
сажем (50% этанола, 7% уксусной кислоты), затем
окрашивали Coomassie и R250 в течение 4 ч
(0.25% Coomassiе Brilliant Blue R250, 50% этанола,
7% уксусной кислоты), после чего несколько раз
отмывали в растворе 20%�ного этанола, 10%�ной
уксусной кислоты до полного обесцвечивания
фона. Поскольку стадия окрашивания и отмывки
занимает много времени, а выход белка при этом
сильно снижается, то для выявления полосы геля,
содержащей транстиретин, окрашивание белка
иногда заменяли визуализацией в ультрафиолете
(λ = 280 нм) в темноте.

Трипсинолиз “в геле”. Для проведения трипси�
нолиза “в геле” вырезали полоску с транстирети�
ном, гель осушали 100%�ным ацетонитрилом
(ACN) в течение 10 мин на мешалке, после чего
добавляли около 50 мкл 50 мМ аммоний бикарбо�
натного буфера (АВВ�буфера) таким образом,
чтобы гель был полностью покрыт жидкостью, и
1 мкл трипсина (200 нг/мкл). После добавления
трипсина пробирки помещали на лед на 30 мин
при 2°C для вхождения трипсина в буфере в гель.
Затем, добавив немного буферного раствора до
полного покрытия разбухшего геля, реакцион�
ную смесь помещали на ночь (около 14 ч) в термо�
стат при 37°С. Реакцию останавливали 0.5%�ной
муравьиной кислотой (20–30 мин).

Подготовка проб для хромато�масс�спектро�
метрии. Пептиды экстрагировали из геля, добав�
ляя последовательно 200 мкл водного ACN 50/50,
а затем 100 мкл чистого ACN (100%) и отбирая су�
пернатант. После объединения супернатантов и
сушки на концентраторе при комнатной темпера�
туре препарат разводили в смеси 5%�ного ACN и
0.05%�ной муравьиной кислоты и анализировали
при помощи высокоэффективной жидкостной
хроматографии и тандемной масс�спектрометрии
(HPLC/MS/MS).

Хромато�масс�спектрометрия и обработка
масс�спектров. Каждый образец, после обработки
представляющий собой гидролизат транстирети�
на, выделенного из образцов крови, исследовали
методом хромато�масс�спектрометрии в пяти не�
зависимых нанесениях на колонку. Всего выпол�
нено 50 циклов измерения хромато�масс�спек�

тров. Жидкостную хроматографию проводили на
хроматографе Agilent 1100. Использовали капил�
лярную колонку, изготовленную в лабораторных
условиях на базе капилляра�эмиттера (внутренний
диаметр – 75 мкм, выходной диаметр – 15 мкм, об�
ращенная фаза Reprosil�Pur C18 3 мкм). В качестве
растворителей использовали подкисленную воду
(0.5%�ная муравьиная кислота) и ACN (HPLC,
“ThermoFisher”, США). Разделение проводили
методом градиентной хроматографии с линей�
ным градиентом от 10 до 90% ACN в течение
120 мин. Масс�спектры измеряли на масс�спек�
трометре ионно�циклотронного резонанса, сов�
мещенном с линейной ионной ловушкой Thermo
LTQ FT Ultra. Измерения проводили в диапазоне
m/z от 300 до 2000 Th. Ионизацию осуществляли
методом наноэлектрораспыления. Для родитель�
ских ионов, зарядовое состояние которых удалось
определить, измеряли спектры столкновительной
диссоциации в линейной ионной ловушке. Иден�
тификацию пептидов по MS/MS�спектрам прово�
дили с применением поиска по базе данных
IPI_Human_v.3.65 с использованием программно�
го продукта Mascot со следующими параметрами:
точность массы родительского иона – 10 миллион�
ных долей, точность массы фрагментов – 0.3 Да.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение транстиретина из сыворотки крови

При выделении транстиретина из сыворотки
крови методом SDS�PAGE получены хорошо
идентифицируемые полосы, принадлежащие мо�
номерной, 13.9 кДа, и димерной, 27.7 кДа, форме
белка (рис. 1). Предварительные масс�спектро�
метрические исследования каждой из этих форм

TTR BSA № 1 № 2 № 3 № 4

TTR�димер

TTR�мономер

Рис. 1. SDS�PAGE сыворотки крови здоровых взрос�
лых доноров (№ 3–4) и пациентов с болезнью Альц�
геймера (№ 1–2). Полосы мономерной и димерной
форм транстиретина отмечены стрелкой, TTR и BSA –
коммерческие транстиретин и альбумин (“Sigma”).
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показали, что интенсивность мономерной поло�
сы недостаточна для продуктивного анализа мо�
дификаций транстиретина. Далее все результаты
были получены с использованием полос геля, со�
держащих белок массой 27.7 кДа (димер трансти�
ретина).

Предварительный анализ модификаций 
транстиретина методом top�down

Для настройки параметров приборов были
проведены предварительные опыты с использо�
ванием коммерчески доступного транстиретина,
выделенного из плазмы крови (P1742, “Sigma”).
Масс�спектр транстиретина, как и любого белка,
представлен набором различных зарядовых сос�
тояний. Выделенный из плазмы белок, в отличие
от синтетического, посттрансляционно модифи�
цирован, поэтому в масс�спектре каждое его за�
рядовое состояние представлено набором пиков,
соответствующих нативной и модифицирован�
ным формам (рис. 2). После деконволюции по
разнице между массой нативного белка и его мо�
дификаций можно частично идентифицировать
эти посттрансляционные модификации (рис. 3).
Методом точного измерения масс нами зареги�
стрировано 36 различных форм транстиретина.

Модификации, с целью проверки правильно�
сти их идентификации и в попытке локализации,
были по мере возможности изолированы и рас�
фрагментированы методом столкновительной дис�
социации. Сравнивая полученные MS/MS�спек�

тры со спектром фрагментации нативного белка,
можно идентифицировать модификацию, а при
должном количестве фрагментов и хорошем каче�
стве спектра получить и некоторые сведения о ее
местоположении в белке. В итоге методом top�down
обнаружено 22 модификации транстиретина в об�
разцах, выделенных из плазмы крови человека (таб�
лица).

Идентификация посттрансляционных 
модификаций транстиретина, выделенного 

из образцов крови

С помощью хромато�масс�спектрометрии гид�
ролизатов транстиретина, выделенного методом
SDS�PAGE из образцов крови больных (“bottom�
up”�подход) с последующей идентификацией мо�
дификаций, обнаружены 11 модификаций. На рис.
4 представлены хроматограмма гидролизата тран�
стиретина, масс�спектр триптических фрагментов
в момент времени, отмеченный на хроматограмме,
и спектр столкновительной фрагментации одного
из этих фрагментов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Немодифицированный транстиретин состав�
ляет лишь 5–15% от общего объема транстирети�
на, содержащегося в крови, остальные 85–95%
представлены посттрансляционно модифициро�
ванными формами. Цель нашей работы состояла в
разработке комплексного подхода к идентифика�
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Рис. 2. Масс�спектр образца коммерческого транстиретина.
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ции посттрансляционных модификаций в молеку�
ле транстиретина. Для этого мы объединили top�
down�анализ полноразмерного белка и bottom�up�
анализ транстиретина, выделенного электрофоре�
тически из сыворотки крови пациентов с болезнью
Альцгеймера.

Методом точного измерения масс нами заре�
гистрированы 36 различных форм транстиретина.
Однако этот метод не отличается высокой точно�
стью, поскольку изотопные распределения раз�
личных модификаций накладываются друг на
друга, что затрудняет определение моноизотоп�
ных пиков, а точность определения разницы по
средним массам белков может быть недостаточ�
ной для того, чтобы различить модификации с
близкой массой, например, сульфонирование
(точная масса модификации 79.957, средняя
масса 80.06) и фосфорилирование (точная масса
модификации 79.966, средняя масса 79.98). Для
однозначной идентификации указанных моди�
фикаций и их локализации необходимо исполь�
зовать либо приборы с еще более высоким разре�
шением, вплоть до элементного анализа, либо
фрагментацию белка. Так, при исследовании ме�
тодом top�down изолируют ионы определенной
массы, а затем фрагментируют их чаще всего мето�
дом столкновительной диссоциации или диссоци�
ации при захвате медленных электронов (ECD).
Однако, к сожалению, изолировать каждую моди�
фикацию транстиретина по отдельности не пред�
ставляется возможным. Для получения сигнала с

интенсивностью, достаточной для последующей
регистрации информативного спектра фрагмента�
ции, необходимо изолировать ион с шириной окна
не менее определенного значения. При этом, учи�
тывая многозарядность ионов, в это окно могут по�
падать и другие модифицированные формы. На�
пример, в случае 13�зарядного иона с шириной ок�
на в 3 единицы массы, кроме исследуемого белка в
масс�спектрометр попадают также ионы белков,
отличающиеся от него на ±20 Да, таким образом
затрудняя идентификацию отдельных модифика�
ций. После изоляции иона регистрируется масс�
спектр фрагментов, образующихся при его диссо�
циации. Сравнивая полученные масс�спектры со
спектром фрагментации нативного белка, можно
идентифицировать модификацию белка, а также
при должном количестве фрагментов и хорошем
качестве спектра получить некоторые сведения о
ее местоположении в белке. Использование ком�
плементарных методов фрагментации позволяет
увеличить количество детектируемых фрагмен�
тов, повышая тем самым вероятность точной ло�
кализации модификации. В итоге методом top�
down идентифицировано 22 модификации тран�
стиретина в образцах, выделенных из плазмы
крови человека. Количество модификаций, иден�
тифицированных методом top�down, оказалось
меньше, чем при использовании метода точных
масс, что связано с низкой интенсивностью пи�
ков некоторых модификаций и/или присутстви�
ем в окне изоляции пиков других более интенсив�
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Рис. 3. Результирующий масс�спектр, полученный после деконволюции. Звездочкой отмечен нативный белок.
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ПОПОВ и др.

Модифицированные формы транстиретина

Средняя 
мол. масса,

 Да
ΔM Тип модификации Изменение состава Аминокислота

13716 –46 Cys → Gly H(–2) C(–1) S(–1) C

13729 –34 Cys → Dha (дегидроксиаланин) H(–2) S(–1) C

13744 –18 Дегидратация H(–2) O(–1) S, T, Y, D, C

13762 0 Нативный транстиретин

13763 1 Дезаминирование H(–1) N(–1) O R104

13776 14 Окисление H(–2) O P2, W61, P63

13784 22 Натриевый аддукт H(–1) Na

13794 32 Окисление O(2) M13, W61

13807 45 Окисление до нитрогруппы H(–1) N O(2) W61, Y89

13810 48 Окисление O(3) C10

13842 80 O�сульфонирование/фосфорилирование O(3) S/H O(3) P S, T, Y, C/S, T, Y, C, R, K, H, D

13881 119 Цистеинилирование H(5) C(3) N O(2) S C10

13895 133 S�гомоцистеинилирование H(7) C(4) N O(2) S C

13908 146 О�гликозилирование dHex S, T, N

13910 148 O�гликозилирование H(8) C(5) O(5) P

13922 160 Пирофосфорилирование H(2) O(6) P(2) S, T

13924 162 Гликозилирование H(13) C(6) O(3) P R54

13938 176 Cys�Gly H(8) C(5) N(2) O(3) S C

13954 192 Гликозилирование Hep K, N, T, Q, R, S

13967 205 Гликозилирование HexNAc N, T, S

14021 259 �Glu�Glu� H(14) C(10) N(2) O(6) С�конец, Е

14067 305 Глутатион H(15) C(10) N(3) O(6) S С

14086 324 Гликозилирование Hex(2) K, R

14148 386 �Glu�Glu�Glu� H(21) C(15) N(3) O(9) С�конец, Е

14248 486 Гликозилирование Hex(3) N

ных модификаций. Дальнейший анализ полно�
размерного белка не представляется возможным,
и для получения дополнительной информации
необходимо использовать метод bottom�up и ана�
лизировать трипсинолизат образца. При этом
обычно белок гидролизуют сайт�специфичным
ферментом и измеряют массы ионов полученных
пептидов. Затем пептиды фрагментируют мето�
дом столкновительной диссоциации [9] с после�
дующим поиском в базах данных спектров фраг�
ментации гидролизатов белков для идентифика�
ции белка и его модификаций. Достоинством
подхода bottom�up является высокая достовер�
ность и возможность идентифицировать не толь�
ко сами белки и их посттрансляционные модифи�
кации, но и локализовать эти модификации в
белках с точностью до аминокислотного остатка.
Анализ триптических фрагментов транстиретина
методом HPLC/МS/МS позволил выявить 11 мо�
дификаций, что в 2 раза меньше, чем при анализе
полноразмерного белка с применением масс�спек�

трометрии сверхвысокого разрешения (100 000).
Однако при этом нельзя достоверно идентифици�
ровать место локализации модификаций в белке,
что, в свою очередь, позволяет подход bottom�up.
Большинство локализованных при этом модифи�
каций белка обнаруживаются и при top�down�ана�
лизе, позволяющем определить значительно более
широкий диапазон модификаций транстиретина
(таблица). Только одна из модификаций, иденти�
фицированная и локализованная методом bot�
tom�up, дезаминирование аргинина 104, не была
зарегистрирована альтернативным подходом. Это
обусловлено тем, что суммарное отклонение в
массе при этом составляет всего 0.98 Да, что в бел�
ке массой 14 кДа оказывается близким к границе
разрешающей способности и точности измере�
ния масс. В связи с наложением изотопных рас�
пределений это отклонение практически невоз�
можно заметить на фоне нативного белка при ис�
пользовании метода top�down. Это отклонение
становится уже значительным при хроматогра�
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фическом разделении и регистрации масс трип�
тических фрагментов белка при bottom�up�ана�
лизе. Мы объединили эти два метода (рис. 5) для
создания комплексного подхода к анализу тран�
стиретина сыворотки крови при болезни Альц�
геймера.

Ранее было показано, что модификации Cys10
влияют на отложение и токсичность β�амилоида
при болезни Альцгеймера [5]. Окисление Cys10 в
молекуле транстиретина нарушает редокс�состо�
яние тиолов в крови и препятствует удалению
свободнорадикальных форм кислорода, что, в
свою очередь, влечет за собой повышение скоро�
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Рис. 4. HPLC/MS/MS�анализ образца транстиретина. a – Хроматограмма гидролизата транстиретина; б – масс�
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сти и степени окисления белков. Окисление ци�
стеина приводит также к возникновению отрица�
тельного заряда в молекуле белка, что дестабили�
зирует ее структуру и облегчает диссоциацию
[10]. Диссоциированные молекулы транстирети�
на под действием конформационных изменений
могут образовывать амилоидные структуры, на�
копление которых приводит к развитию таких тя�
желых заболеваний как старческий системный
амилоидоз, семейная амилоидная полинейропа�
тия и семейная амилоидная кардиомиопатия [4,
11]. В семьях с амилоидной полинейропатией в
молекуле транстиретина обнаруживается одна
или несколько точечных мутаций. Нами иденти�
фицирован целый ряд модификаций по Cys10,
однако не обнаружено значимых различий в по�
сттрансляционных модификациях транстиретина
в образцах сыворотки крови при болезни Альц�
геймера и у здоровых доноров.

Предложенный нами подход позволяет обна�
руживать также мутантные формы белка, т.е. фор�
мы с измененной аминокислотной последова�
тельностью. В норме в спектре присутствует толь�
ко нативная форма белка и ее модификации,
однако в случае гетерозиготной мутации в гене
транстиретина образцы будут содержать не толь�
ко нативную форму белка и ее модификации, но и
мутантный вариант, а у носителей гомозиготной
мутации нативный белок будет отсутствовать. По�
добные мутантные варианты также можно иденти�
фицировать. В анализируемых нами образцах му�
тантные варианты транстиретина не были обнару�
жены, по�видимому, в связи с небольшим объемом
выборки.

Таким образом, нами разработан комбиниро�
ванный подход к идентификации модификаций
транстиретина, выделенного из сыворотки крови
человека. Этот подход сочетает методы bottom�up
(последовательное применение SDS�PAGE, трип�
синолиза в геле, HPLC/MS/MS и поиска по Mas�
cot), а также top�down (анализ полноразмерного
белка). По итогам 50 определений, выполненных
на 10 образцах сыворотки крови, обнаружены 23
модификации белка, 11 из которых были точно ло�
кализованы. Разработанная методика может ис�
пользоваться для поиска как новых форм трансти�
ретина, так и в диагностических целях – при опре�
делении связи выявленных модифицированных
форм с развитием определенного заболевания.
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