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Ведущим патогенетическим механизмом развития
и прогрессирования большинства болезней органов
дыхания является воспалительный процесс в легких,
который сопровождается дисбалансом в системе
"протеиназы–антипротеиназы" и окислительным
стрессом [1, 2]. Воспалительный процесс затрагивает
все отделы дыхательных путей, паренхиму и сосуди

стое русло легких. При этом изменяется состав кон

денсата выдыхаемого воздуха (КВВ), который содер

жит большое количество летучих и нелетучих
биологически активных веществ с разными химичес

кими свойствами, являющихся биомаркерами раз

личных патологических процессов, происходящих
в легких [3, 4]. Концентрация многих маркеров в КВВ
находится на границе определяемых значений, тем
самым провоцируя большую вариабельность данных.
Иммунологические исследования (определение ци

токинов и других маркеров) требуют доказательных
методов из
за низкого содержания белка [5, 6].

В настоящее время анализ КВВ является одним
из наиболее перспективных методов диагностики
заболеваний нижних отделов дыхательных путей,
прежде всего воспалительных. Проводимые иссле

дования направлены на поиск нелетучих макромо

лекулярных соединений, таких как белки, липиды,
нуклеотиды. Методики определения биомаркеров
в КВВ постоянно совершенствуются, разрабатыва

ются методы детекции и идентификации белковых
соединений в ультраследовых концентрациях [7, 8].
Для улучшения репродуктивности методов требуется
концентрирование образцов и разработка более
чувствительных и селективных технологий. Расши

фровка генома человека, создание общедоступных
баз данных генетических структур в сочетании с раз

витым методом масс
спектрометрии белков обеспе

чивают уникальные возможности идентификации

белков в различных жидкостях и тканях человека [9].
Это создает беспрецедентные возможности для ис

следования молекулярного полиморфизма человека,
биомедицинской диагностики и персонифициро

ванной медицины.

Целью работы было определение содержания
белков и пептидов в КВВ больных хронической
обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) и пневмо

нией, оценка возможности их использования в каче

стве биомаркеров этих заболеваний.

Материалы и методы

Были обследованы 47 человек, в т. ч. 17 больных
ХОБЛ в стадии обострения, 13 – внебольничной
пневмонией и 17 здоровых добровольцев. Больные
ХОБЛ и пневмонией находились на стационарном
лечении в пульмонологическом отделении ГКБ № 57
г. Москвы. Диагностика ХОБЛ и пневмонии осуще

ствлялась на основании общепринятых рекоменда

ций [10, 11].

Больные ХОБЛ (13 мужчин и 4 женщины, сред

ний возраст – 64,7 ± 4,7 лет; 12 – активные куриль

щики, 5 – экс
курильщики; объем форсированного
выдоха за 1
ю с (ОФВ1) – 57,3 ± 22,9 %долж.) имели
≥ 2 положительных критериев Anthonisen, что свиде

тельствует об обострении заболевания. По класси

фикации GOLD (2008) [10], у 10 больных (59 %) бы

ла диагностирована II стадия, у 7 (41 %) – III стадия
ХОБЛ. Пациенты на амбулаторном этапе получали
базисную терапию (М
холинолитики и β2
симпато

миметики длительного действия), бронхолитики ко

роткого действия – по потребности. 9 больных
ХОБЛ (53 %) получали ингаляционные глюкокорти

костероиды (иГКС) (в составе комбинированного
препарата) в средних и высоких дозах.
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Больные пневмонией (7 мужчин и 6 женщин,
средний возраст – 36,2 ± 12,2 лет; 4 – курильщики,
2 – экс
курильщики, 7 – никогда не курили) отме

чали острое начало заболевания. У 9 пациентов
(69 %) с внебольничной пневмонией диагностирова

на средняя тяжесть болезни, у 4 (31 %) – тяжелая.

В группу сравнения были включены 17 здоровых
некурящих добровольцев (7 мужчин, 10 женщин;
ОФВ1 – 98,4 ± 6,8%долж.) в возрасте от 20 до 36 лет
(средний возраст – 27,5 ± 4,8 лет) с нормальными
показателями легочной функции, у которых в анам

незе отсутствовали указания на аллергию, хроничес

кие заболевания органов дыхания и острые респира

торные симптомы в течение последних 2 мес.

Сбор КВВ проводили стандартизованным мето

дом в течение 10 мин с помощью аппарата EСoScreen
(VIASYS Healthcare, Германия), конструкция которо

го предотвращает контаминацию слюны [4]. КВВ
собирали в тефлоновые приемники в модуле, охлаж

даемом до –10 °С. Собранные образцы КВВ перено

сили в полипропиленовые пробирки с низкосорби

рующей белки поверхностью, устойчивые к низким
температурам, и хранили в морозильной камере
при –70 °С не более 1 мес.

Для дальнейшего анализа белкового состава из

вестный объем замороженного образца лиофилизо

вали, подготавливали к гидролизу трипсином и ме

тодом масс
спектрометрии.

Идентификация белков КВВ. Лиофилизованные сме

си белков КВВ гидролизовали трипсином. Пептиды
фракционировали с помощью нанопоточной высо

коэффективной жидкостной хроматографии (нано

ВЭЖХ) на приборе Agilent 1 100 (Agilent Technologies,
США) в градиентном режиме. Элюент А – 0,1%
ный
раствор муравьиной кислота, элюент Б – смесь
80 об. % ацетонитрила, 20 об. % воды, 0,1 об. % му

равьиной кислоты. Содержание элюента Б в системе
изменялось линейно от 3 до 50 об. % в течение
40 мин при скорости потока 0,3 мкл / мин. Пептиды
идентифицировали по точным массам протониро

ванных ионов и их фрагментов, полученных мето

дом столкновительной диссоциации в ионной ло

вушке в сочетании с масс
спектрометрией ионного
циклотронного резонанса (масс
спектрометр 7/Tesla
Finnigan LTQ FT, Thermo Electron, Германия) с иони

зацией электрораспылением. При помощи програм

мы Bioworks Browser 3.1 SR1 (Thermo Electron, Герма

ния) формировали список из точных масс пептидов
и масс их фрагментов. Этот список использовали для
поиска и идентификации белков по базе данных
белковых последовательностей NCBInr (Comprehen/
sive, non/identical protein database non redundant) при
помощи программы Mascot (Matrix Science v 2.0.04,
Великобритания) [12, 13].

Результаты и обсуждение

Принимая во внимание очень низкую концентра

цию белков в КВВ [7, 14], были оптимизированы ме

тоды концентрирования белков, минимизированы

этапы пробоподготовки для уменьшения потерь бел

ков. Лиофилизация была признана самым эффек

тивным методом концентрирования КВВ перед про

теомным анализом в сравнении с другими методами
(твердофазная экстракция, ультрафильтрация и др.).
Различные смеси белковых стандартов концентри

ровали и гидролизовали трипсином, после чего
проводили масс
спектрометрический (МС) анализ.
НаноВЭЖХ
МС/МС
анализ смесей белковых стан

дартов позволил идентифицировать в образцах КВВ
40 фмоль каждого белка с высоким покрытием их
первичных последовательностей [12].

Как показал анализ, в КВВ здоровых некурящих
добровольцев достоверно идентифицируется свыше
40 белков, большую часть которых по количеству и
содержанию вещества составляют цитоскелетные
кератины. Инвариантными для всех проб являются
пары цитоскелетных кератинов: 1 / 10, 2 / 9 и 5 / 14.
Некоторые кератины были обнаружены нами ранее
в окружающем воздухе и могут считаться экзогенны

ми компонентами выдыхаемого воздуха [15].

В предварительных экспериментах нами и други

ми авторами было показано, что цитоскелетные
кератины являются основными белковыми компо

нентами КВВ как курильщиков, так и некурящих
здоровых людей [12, 16]. Содержание кератинов зна

чительно повышается в КВВ здоровых молодых ин

тенсивно курящих людей [14, 17].

Помимо кератинов в образцах КВВ здоровых
добровольцев были идентифицированы дермцидин
(белок
антибиотик, образующийся в потовых же

лезах), предшественник альфа
1
микроглобулина /
бикунина (AMBP), цистатин А, убиквитин, тирозин

3
триптофан
5
монооксигеназы белок
активатор,
сывороточный альбумин человека, обогащенный
пролином белок 4, предшественник липокалина 1,
S100 кальций
связывающий белок A9, десмоплакин,
супрабазин и др. 15 некератиновых белков, опреде

ленных во всех образцах КВВ, представлены в табл. 1.

Концентрация большинства белков в КВВ мень

ше или равна чувствительности данного метода ана

лиза. Сопутствующая проблема увеличения конце

нтрации солей и липидов в пробе, мешающих
масс
спектрометрии, может быть решена стандарт

ными методами обессоливания и обезжиривания
смесью метанол / хлороформ [15].

Для первоначального анализа взаимосвязи и фи

зиологической роли белков, наиболее часто встреча

ющихся в КВВ здоровых добровольцев, была исполь

зована программа MetaCore (GeneGo, Россия
США),
которая основывается на базе данных белок
белко

вых
, белок
ДНК
взаимодействий и взаимодей

ствий белковых смесей для человеческих белков.
В дополнение она устанавливает метаболические
и сигнальные пути и находит эффекты биоактивных
молекул. Коды UniProt для различно экспрессируемых
белков загружаются в MetaCore, за этим следует ана

лиз, основанный на процессах генной онтологии [12].

В доступной литературе нами не было обнаруже

но каких
либо болезней, связанных одновременно
с большим количеством идентифицированных бел
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ков. Тем не менее, вероятно, что такие белки, как
альфа
1
микроглобулин / бикунин предшествен

ник, простагландин H2D
изомераза и цистатин А,
могут играть важную роль в диагностике заболева

ний дыхательных путей. Из литературы известно,
что цистатин А был первоначально охарактеризован
как ингибитор лизосомальных цистеиновых проте

аз – катепсинов. Катепсины, в свою очередь, участ

вуют в обработке и представлении антигенов при
воспалительных и онкологических заболеваниях.
Недавно установлено, что катепсины также индуци

руют синтез фактора некроза опухолей и интерлей

кина
10, стимулируют образование оксида азота [18].

Простагландин Н2D
изомераза вместе с цикло

оксигеназой является медиатором образования про

стагландина D2 из арахидоновой кислоты в тучных
клетках и T
лимфоцитах (T
хелперах) [19]. Проста

гландин D2 является медиатором аллергии и воспа

ления, активируя 2 определенных типа рецепторов
и вызывая спазм гладкой мускулатуры дыхательных
путей [20]. Также он является медиатором хемотак

сиса эозинофилов и базофилов в легкие. Таким
образом, простагландин D2 регулирует аллергичес

кие реакции, особенно воспаление дыхательных пу

тей. Простагландин Н2D
изомераза участвует в ал

лергических и воспалительных реакциях и может
быть хорошей мишенью для противоаллергических
и противовоспалительных лекарственных препара

тов [21].

Наконец, альфа
1
микроглобулин / бикунин пред

шественник образует в крови 2 самостоятельных бел

ка. Альфа
1
микроглобулин находится в крови и со

единительной ткани различных органов (легкие,
кишечник, почки и плацента). Альфа
1
микроглобу

лин ингибирует иммунные функции лейкоцитов
in vitro, а его распределение связывают с защитной

и противовоспалительной ролью in vivo [21]. Бику

нин является ингибитором протеиназ Куница, ответ

ственным за антитрипсинолитическую активность
мочи, поэтому бикунин известен как ингибитор
трипсина в моче [22]. Поскольку экскреция бикуни

на усиливается при воспалении, его часто считают
белком острой фазы. Однако ген бикунина репрес

сируется при воспалении. В плазме основная часть
бикунина ковалентно связана с 1 или 2 гомологич

ными тяжелыми пептидными цепями, тем самым
образуя высокомолекулярные ингибиторы протеи

наз. Определение бикунина в моче предоставляет
информацию о выраженности системного протео

лиза при воспалении [23].

Разработанная нами методика была использова

на для идентификации белкового состава КВВ паци

ентов с ХОБЛ и пневмонией разной степени тяже

сти и различным стажем курения. Использованный
метод ВЭЖХ
МС позволил идентифицировать в об

разцах КВВ больных ХОБЛ и пневмонией различ

ные пептиды и белки (табл. 2). При анализе проте

ома КВВ белковые компоненты были условно
разбиты на 2 группы: пептиды (фрагменты белков до
10 кДа) и белки. В КВВ пациентов с патологией лег

ких были выявлены пептидные фрагменты, отсут

ствующие в КВВ здоровых добровольцев.

Локализация в тканях человека, а также диагнос

тическая значимость каждого белка, соответствую

щего пептидному фрагменту, оценивалась с по

мощью программы MetaCore software (GeneGo, США),
основанной на обработке базы данных по генной
онтологии (Gene Ontology). В образцах найдены внут

риклеточные и внеклеточные белки, а также белки

нуклеосомы и мембранные белки, что свидетель

ствует о глубокой деструкции эпителиальных клеток
дыхательных путей.

Найденные в образцах КВВ белки и пептиды сви

детельствуют о наличии у пациентов патологии ор

ганов дыхания. В КВВ больных пневмонией обнару

жен широкий ряд кератинов, в т. ч. белки острой
фазы воспаления (альфа
2
гликокислый протеин,

Таблица 1
Некератиновые белки, определенные 

в КВВ здоровых добровольцев

Идентифицированный белок Mascot�рейтинг 

(идентифицированные

пептиды)

gi|16751921 – дермцидин 259 (7)

gi|37492 – альфа�тубулин 162 (2)

gi|28592 – альбумин 112 (4)

gi|6005802 – обогащенный пролином белок 4 109 (2)

gi|1311047 – цистатин A 86 (1)

gi|4507953 – тирозин�3 / триптофан�5�
монооксигеназа 87 (1)

gi|229532 – убиквитин 88 (2)

gi|4504963 – предшественник липокалина�1 86 (2)

gi|4506773 – S100 кальций�связывающий
белок A9 82 (1)

gi|12644130 – десмоплакин 104 (1)

gi|32171249 – простагландин человека H2D�
изомераза 80 (1)

gi|38348366 – супрабазин 84 (1)

gi|29470 – протеогликан сульфата гепарана 72 (1)

gi|4502067 – AMBP 175 (3)

gi|16741036 – IgHA1 105 (2)

Таблица 2
Пептиды и белки, идентифицированные в образцах

КВВ пациентов с ХОБЛ и пневмонией

ХОБЛ Пневмония

Zn�альфа�2�гликопротеин Zn�альфа�2�гликопротеин

Фрагменты коллагенов Фрагменты коллагенов

Остеопонтин Комплемент С3

Простагландин Н2D�изомераза Альфа�1�антитрипсин

Хорнерин Фрагменты кининогена�1

Профилаггрин Альфа�1�микроглобулин (AMBP)

Цитоскелетные кератины Аннексин А1, А2

Элементы десмосом (десмоплакин, Цистатин В

десмоколлин, десмоглеин) Энолазы альфа, 14�3�3

Фрагменты актина и миозина Лизоцим С

Динеин Цитоскелетные кератины, актин

Фрагменты гистонов

цАМФ�специфическая 
фосфодиэстераза

Тиоредоксин
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С3 компонент комплемента), не характерные для
здоровых людей, а также был обнаружен фрагмент
аннексина A1 – белка, участвующего в подавлении
воспалительной реакции. Аннексин А1 ингибирует
действие фосфолипазы А2 и циклооксигеназ 1
го
и 2
го типа, замедляя биосинтез простагландинов
и лейкотриенов [24]. Кроме того, аннексин А1 ини

циирует апоптоз клеток воспаления. Появление
в образце КВВ аннексина А1 свидетельствует о нали

чии у пациента воспаления дыхательных путей [25].

Интересно, что спектр белков, найденных в КВВ
больных пневмонией, характерен также для пациен

тов с ХОБЛ. В образцах КВВ курящих пациентов
с ХОБЛ обнаружены цитоскелетные кератины 3 и 17,
нехарактерные для протеома КВВ здоровых людей.
Кератин 17 экспрессируется в базальных и супраба

зальных клетках бронхов здоровых людей, однако
в КВВ здоровых доноров не обнаруживается. Диаг

ностическая значимость кератина 3 в КВВ пока не
ясна.

В КВВ больных ХОБЛ были идентифицированы
некератиновые компоненты клетки: профилаггрин,
хорнерин и элементы десмосом (десмоглеин, дес

моплакин III). Профилаггрин (филаггрин) является
кальций
связывающим белком цитоскелета [26].
Обнаружение десмоплакина в КВВ свидетельствует
о повышенной деструкции эпителия респираторно

го тракта [27].

Таким образом, в КВВ больных ХОБЛ и пневмо

нией идентифицируются характеристические пеп

тиды белков, которые обнаруживаются в бронхоаль

веолярных смывах, крови и моче пациентов. Данные
белковые фрагменты можно рассматривать в качест

ве биомаркеров ХОБЛ и пневмонии. Результаты ана

лиза с помощью программы MetaCore совокупностей
белков и пептидов в образцах КВВ больных ХОБЛ
и пневмонией коррелируют с их диагнозами.

Заключение

1. Основной инструмент современной протеомики –
ВЭЖХ
МС / МС
анализ – позволяет наиболее
полно охарактеризовать белковый состав КВВ.
Главное преимущество метода – экспрессная
идентификация широкого спектра белков. При

менение ВЭЖХ
МС делает возможным расши

рение динамического диапазона и повышение
селективности МС
анализа по сравнению с мето

дами электрофореза. Это является несомненным
методическим достоинством анализа КВВ, где
нанограммовые количества потенциальных бел

ковых маркеров должны определяться in situ на
фоне мажорных цитоскелетных белков и слож

ной низкомолекулярной матрицы неизвестного
состава.

2. До настоящего исследования не было оптималь

ного унифицированного метода подготовки про

бы для протеомного анализа и не давалось полной
информации о белковом составе КВВ в норме
и при патологии легких. С помощью стандартных
методов протеомики анализ был оптимизирован,

и в КВВ здоровых некурящих добровольцев най

дено многообразие белков.

3. В нашем исследовании показано, что основными
белками в КВВ являются цитоскелетные керати

ны. Кроме кератинов в выдыхаемом конденсате
здоровых некурящих добровольцев был иденти

фицирован набор белков и пептидов, который
можно рассматривать как фоновый белковый
спектр КВВ.

4. Знание белкового состава КВВ в норме позволит
идентифицировать в КВВ биомаркеры различ

ных заболеваний легких, что имеет большое зна

чение для ранней диагностики. Очевидно, что
спектр биомаркеров болезней органов дыхания,
определенных в КВВ, будет расширяться с прове

дением дальнейших исследований.
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