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РЕЗЮМЕ

Современные методы диагностики и лечения инфекционных заболеваний должны базироваться 
на достоверных данных, полученных с помощью различных методов лабораторных исследований. 
Основными характеристиками, предъявляемыми к используемым методам, являются высокая чув-
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принципам доказательной медицины. Преимущества использования указанных методов для выявле-
ния маркеров (выявление белков с измененным уровнем ýкспрессии), своевременной диагностики и 
лечения инфекционных заболеваний, описанные в статье, очевидны, их внедрение в практическую 
деятельность врачей – ýлемент персонализированной медицины.

Цель: изучить возможности применения протеомного анализа в инфектологии, основные методы 
исследований, их характеристики, преимущества и недостатки. 
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Обзоры и лекции

ВВЕДЕНИЕ
В постгеномную ýру актуальными становятся 

широкомасштабные исследования фундаменталь-
ных процессов в живых системах, а именно из-
учение различных уровней структурно-функцио-
нальной организации геномов, ее малых молекул 
(метаболомика), исследование белков (протео-
мика) [1]. Протеомика – ýто наука, изучающая 
белковый состав биологических объектов, а так-
же модификации и структурно-функциональные 
свойства белковых молекул. Протеомный анализ 
направлен на одновременное изучение многих 
индивидуальных белков, совокупность которых 
составляет определенную систему, что характе-
ризует исследуемый объект в целом [2]. Благо-
даря успехам протеомики теперь в патологически 
измененных тканях можно видеть диспропорцию 
между белками [3]. Также протеомика занимает-
ся системным исследованием структуры, функции 
и активности белков, белок-белковых взаимодей-
ствий, определяет уровни ýкспрессии генов [4]. 

Термин «протеомика» был введен в 1995 г. и 
происходит от терминов proteins  и genome (в 
пер. с англ. – белки и геном) [1]. После расшиф-
ровки генома человека и геномов многих других 
организмов появилось большое разнообразие баз 
данных о структуре всех белков человека и мно-
гих других организмов. Развитие протеомики об-
условлено использованием высокотехнологичных 
методов, позволяющих идентифицировать белки 
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и пептиды, измерить их концентрацию в образ-
цах, распознать первичную структуру и пост- 
трансляционные модификации. В настоящее вре-
мя большая часть работ в протеомике выполня-
ется с использованием двумерного гель-ýлектро-
фореза в полиакриламиде (2-D PAGE) метода, 
высокоýффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) в сочетании с масс-спектрометрией [2]. 

В течение последнего десятилетия протеомные 
технологии стали ýффективными инструментами 
в трансляционных и клинических исследованиях 
в инфектологии. Интеграция протеомики с дру-
гими методами биохимической и молекулярной 
биологии (с достижениями геномики и биоин-
форматики) расширила набор инструментов для 
изучения молекулярного патогенеза инфекцион-
ных болезней [5]. 

ВИДЫ ПРОТЕОМИКИ И ТЕХНОЛОГИИ 
АНАЛИЗА БЕЛКОВЫХ МОЛЕКУЛ:  
ОБЩИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ

Существует множество направлений в проте-
омных исследованиях. Одним из них является 
субклеточная протеомика, которая изучает ло-
кализацию и местонахождение белков в живой 
клетке. Функциональная протеомика определяет 
функции белков и межбелковых взаимодействий. 
Разницу в ýкспрессии белков устанавливают с 
помощью количественного определения бел-
ков. Одним из направлений является выявление  
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функции белков и межбелковых взаимодействий. 
Разницу в ýкспрессии белков устанавливают с 
помощью количественного определения бел-
ков. Одним из направлений является выявление  
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скрининговых и диагностических маркеров, бел-
ков, измененный уровень ýкспрессии которых 
может послужить средством ранней доклини-
ческой диагностики заболеваний. Определение 
«белков-мишеней» (определение патологически 
измененных белков, целевое воздействие на кото-
рые фармацевтическими средствами может скор-
ректировать течение болезней) стало возможным 
благодаря успехам протеомики [6].

Современные методы исследования белков 
базируются на хроматографических методах, в 
частности ВЭЖХ [7, 8]. Метод 2-D PAGE, разра-
ботанный О. Фареллом в 1975 г., представляет со-
бой метод разделения белков, в основу которого 
положены их физические свойства: заряд и мас-
са. В одном ýксперименте можно разделить более 
2 000 белков и их модифицированных изоформ, а 
теоретическая разрешающая способность может 
достигать 10 000 белков. Основное преимущество 
метода – возможность разделения и визуализа-
ции белков, поýтому его можно применять и для 
оценки количества идентифицированных белко-
вых молекул. Одним из недостатков метода явля-
ется его сложная воспроизводимость [2, 9].  

Изотопные методы исследования основаны на 
использовании изотопной метки (стабильных изо-
топов), вводимой в молекулу. Выделяют следую-
щие ýтапы: изотопное мечение белковых смесей, 
ферментативное расщепление дифференциально 
меченных смесей, разделение пептидов много-
мерной жидкостной хромотографией, масс-спек-
трометрический анализ разделенных пептидов. 
Однако велика вероятность ошибок измерений, 
некоторые методики имеют существенные огра-

ничения исследований из-за отсутствия амино-
кислотных последовательностей для обработ-
ки реагентами [4, 10]. Современные технологии 
включают следующие методы. ICAT (Isotop-Cod-
ed Affinity Tag,  изотопные аффинные метки) – 
химический метод изотопного исследования, ос-
нованный на ковалентном мечении цистеинового 
аминокислотного остатка в полипептидной цепи 
химически идентичными, но изотопно разными 
реагентами; используется при определении отно-
сительного количественного содержания белков.  
ICROS (Isotope Coded Reduction Off of Chromato-
graphic Support) – мечение пептидов происходит 
после их протеолитического расщепления. SIT 
(Solid-phase Isotope Tagging) позволяет включение 
любых аминокислот для синтеза множества изо-
топ-содержащих меток, пришитых к носителю. 
iTRAQ (Isobaric Tagging Reagents Amino-Reactive 
Quantification) – метод, который дает возмож-
ность довольно точно проводить количественный 
анализ сразу нескольких образцов (до четырех) 
на уровне MS/MS анализа. IGOT (Isotope coded 
Glycosylation-site-specific Tagging) – включение 
O18 изотопа в каждый N-гликозилированный уча-
сток пептида; FAC (Frontal Affinity Chromatogra-
phy) – количественный вид аффинной хромато-
графии, позволяющий точно определить величину 
биомолекул. AQUA (Absolute Quantification) – 
абсолютный количественный анализ белков мето-
дом тандемной масс-спектрометрии и др. [4]. Та-
ким образом, существует большое разнообразие 
методик для идентификации и количественного 
определения белков и пептидов, их достоинства и 
недостатки представлены в таблице. 

Т а б л и ц а 
Ta b l e

Количественные методы протеомного анализа, используемые при изучении инфекционных заболеваний  
и соматической патологии 

Quantitative methods of proteomic analysis used in the study of infectious diseases and somatic pathology

Методика
Methods

Достоинства
Advantages

Недостатки
Disadvantages

ICAT

Аффинное выделение цистеинсодержащих пептидов для 
дальнейшего масс-спектрометрического анализа
Affinity isolation of cysteine containing peptides for further 
mass spectrometric analysis

Низкая встречаемость цистеиновых остатков
Low occurrence of cysteine residues

cICAT

Высокая разрешающая способность, возможность иссле- 
довать несколько белков одновременно, а также отно-
сительная простота изотопного мечения
It has high resolution capabitity, the ability to explore several 
proteins at the same time, as well as the relative simplicity of 
isotopic labeling

Охватывает в исследованиях бóльшую часть белков 
протеома при наличии в них цистеинов
Covers the majority of proteome proteins in the pres-
ence of cysteines

ICROS 

Высокоýффективный, недорогой метод в протеомном анализе, 
характеризующийся относительной несложностью в работе
Highly effective, inexpensive method in proteomic analysis, 
characterized by relative simplicity

Возможно появление артефактов, ошибок, по-
грешностей
Artifacts, errors, inaccuracies may occur
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Методика
Methods

Достоинства
Advantages

Недостатки
Disadvantages

SIT 
Простой, чувствительный, ýффективный и воспроизводи-
мый метод
Simple, sensitive, effective and reproducible method

–

SILAC 
Обогащение питательных сред незаменимыми аминокис-
лотами
Enrichment of the culture media with essential amino acids

Высокая стоимость и возможное искажение био-
логических процессов клеток за счет свойств пита-
тельных сред
High cost and possible distortion of biological process-
es of cells due to the properties of the culture media

iTRAQ 

Точно проводится количественный анализ сразу несколь-
ких образцов (до четырех) на уровне MS/MS.  Отсут-
ствие дополнительных пиков в спектре, точность анализа
Quantitative analysis of several samples (up to four) is carried 
out accurately at the level of MS/MS. There are no additional 
peaks in the spectrum, the analysis is accurate

Высокая стоимость
High price

IGOT 
Определение природы гликана и сайта гликозилирования
Determining the nature of the glycan and the glycosylation 
site

Узкая направленность метода – только на N- 
гликозилированный участок пептида
Narrow focus of the method – only the N-glycosylated 
peptide site

FAC 

Позволяет точно определить величину коýффициента 
диссоциации биомолекул
Allows accurate determination of the value of the coefficient 
of dissociation of biomolecules

Çанимает значительное время для исследования
Takes considerable time

AQUA 

Оценивается абсолютный количественный анализ бел-
ков в протеоме, абсолютный количественный анализ 
белков методом тандемной масс-спектрометрии
Absolute quantitative analysis of proteins in the proteome 
and absolute quantitative analysis of proteins by tandem mass 
spectrometry are evaluated

Есть риск искажения получаемых данных из-за 
возникновения перекрывания изотопных кластеров
There is a risk of distortion of the resulting data due to 
the occurrence of overlapping isotopic clusters

2-D PAGE

Метод решает за дачу не только разделения, но и визуали-
зации, а также может быть использован для количествен-
ной оценки белков
The method solves the problem of not only separation, but 
also visualization, and can also be used to quantify proteins

Сложная воспроизводимость ýкспериментов из-за 
различной чувствительности окрашивающих аген-
тов, условий полимеризации акриламидных гелей и 
разделении белков, а также многостадийности под-
готовки гелей первого и второго направления
The complex reproducibility of the experiments due 
to the different sensitivity of the coloring agents, the 
conditions of polymerization of acrylamide gels and 
the separation of proteins, as well as the multistage 
preparation of gels of the first and second directions

MALDI 

Полезен для применения в клинической микробиологии 
за счет сочетания мощных аналитических возможностей и 
информативной базы данных
Useful for use in clinical microbiology by combining powerful 
analytical capabilities and an informative database

Нижний диапазон масс заселен сигналами, связан-
ными с наличием матрицы, таким образом, инфор-
мативные сигналы пептидов могут быть потеряны
The lower mass range is populated by signals associat-
ed with the presence of a matrix, so that informative 
peptide signals may be lost

ВЭЖХ 
HPLC

Возможность исследования термолабильных и малолету-
чих веществ. Идеально отвечает всем требованиям, пре-
дьявляемым к аналитическим методам по селективности и 
чувствительности
The possibility of studying thermolabile and low volatile 
substances. Ideally meets all the requirements for analytical 
methods for selectivity and sensitivity

В настоящее время применяется чаще всего при 
терапевтическом лекарственном мониторинге. Не 
всегда удобен из-за его низкой пропускной способ-
ности и большой продолжительности исследований
Currently used most often in therapeutic drug mon-
itoring. Not always convenient due to its low band-
width and long research time

Примечание .  MALDI – источник с матрично-ассоциированной лазерной десорбцией и (или) ионизацией;  ВЭЖХ – высо-
коýффективная жидкостная хроматография. 

Note .  ICAT – Isotop-Coded Affinity Tag; cICAT – Cleavable Isotope Coding Affinity Tag; ICROS – Isotope Coded Reduction 
Off of Chromatographic Support; SIT – Solid-Phase Isotope Tagging; SILAC – Stable Isotope Labeling with Amino Acids in 
Cell Culture; iTRAQ – Isobaric Tagging Eagents Amino-Reactive Quantification; IGOT – Isotope coded Glycosylation-site-specific 
Tagging; FAC – Frontal Affinity Chromatography; FAC – Frontal Affinity Chromatography; AQUA – Absolute Quantification; 
MALDI – matrix-assisted laser desorption / ionization;  HPLC – high-performance liquid chromatography.

О к о н ч а н и е   т а б л и ц ы 
 E n d  o f   t a b l e
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Ключевым ýтапом протеомного анализа яв-
ляется идентификация белковых последователь-
ностей при помощи комбинации высокопроиз-
водительных методов разделения белков и их 
масс-спектрометрического анализа. Несмотря 
на разнообразие методов, используемых в со-
временных протеомных исследованиях, все 
они основаны на трех технологических плат- 
формах: 

1. Использование двумерного ýлектрофореза 
в комбинации с идентификацией белков методом 
MALDI-TOF масс-спектрометрии.

2. Использование одномерного ýлектрофо-
реза в полиакриламидном геле в комбинации с 
обращенно-фазовой жидкостной хроматографи-
ей (Revers Phase Liquid Chromatography, RP-LC), 
совмещенной с тандемной масс-спектрометриче-
ской детекцией (RP-LC–MS/MS). 

3. Использование безгелевой технологии 
MudPiT (Multidimentional Protein Identification 
Technology) при помощи многомерного хромато-
графического разделения белков с последующим 
масс-спектрометрическим анализом (2DLC-MS/
MS и 3DLC-MS/MS) [7, 9].

Метод, который показал самую широкую реа-
лизацию в исследованиях взаимодействия «хозя-
ин – патоген», – ýто иммуноаффинная очистка, 
связанная с масс-спектрометрией (Immunoaffinity 
Purification Coupled to Mass Spectrometry, IP-
MS). В IP-MS белок, представляющий интерес, 
выделяется с использованием либо антитела 
против ýндогенного белка, либо путем мечения 
белка. Çатем белок идентифицируют с помощью 
МС. Преимущества IP-MS метода заключаются 
в том, что ýксперименты могут проводиться и в 
контексте вирусной инфекции, чтобы обеспечить 
объективное обнаружение белок-белковых вза-
имодействий. Эти исследования могут быть вы-
полнены с точки зрения патогена, например для 
выделения вирусного белка. Также исследования 
IP-MS могут определять изменения функцио-
нального состояния белков в организме хозяина. 
Хотя IP-MS успешно используется для изучения 
микроорганизмов, есть ряд нерешенных проблем. 
Возможность маркировать белок для очистки, со-
храняя при ýтом репликацию вируса, может быть 
проблематичной, особенно для вирусов с малы-
ми размерами генома. Из-за ýтого в нескольких 
исследованиях использовалась ýктопическая ýкс-
прессия меченых вирусных белков вне зараже-
ния, чтобы получить информацию о потенциаль-
ных белок-белковых взаимодействиях. Подобный 
подход показал ценность при изучении функции 
белка матрицы вируса Эбола, VP40. При количе-

ственном определении идентифицированных вза-
имодействий «хозяин – патоген», большинство 
исследований IP-MS опирались на бесклеточную 
количественную оценку (например, спектральный 
подсчет), которая является простой, универсаль-
ной и может применяться к любой биологической 
системе. Одним из ограничений для наборов дан-
ных IP-MS является присутствие неспецифически 
взаимодействующих белков, которые совместно 
очищают с интересующим белком. IP-MS в мень-
шей степени используется при исследованиях 
возбудителей бактериальных инфекций. Ожида-
ется, что в будущем будет расширено использо-
вание количественной протеомики при изучении 
инфекционных заболеваний [5].

МАРКЕРЫ ИНФЕКЦИОННЫХ  
ЗАБОЛЕВАНИЙ

Биологические маркеры – ýто количественно 
определяемые биологические параметры, кото-
рые обусловливают норму, патологию, а также 
результат лекарственной терапии заболеваний. 
Условно биомаркеры можно классифицировать 
следующим образом: 

1. Маркеры, указывающие на наличие заболе-
вания.

2. Маркеры, связанные с терапевтическим ýф-
фектом и механизмом действия лекарственных 
препаратов.

3. Предикторы клинического исхода. Марке-
ры, позволяющие предсказать благоприятный 
или неблагоприятный исход заболевания, ýффек-
тивность лечения.

Биомаркеры позволяют оценить состояние па-
циента во время лечения, определить исходы за-
болевания, предполагаемые результаты терапии. К 
общим свойствам биомаркеров относится их спец-
ифическая связь с патологией, чувствительность, 
доступность, высокая разрешающая способность 
метода определения, совместимость с имеющимся 
лабораторным оборудованием, а также возмож-
ность определения биомаркера как в острой фазе 
заболевания, так и при ремиссии [3].

Перспективным для разработки новых диа-
гностических и прогностических критериев при 
острых инфекционных заболеваниях является 
исследование концентрации белков острой фазы 
(БОФ). Основными БОФ являются: С-реактивный 
белок, альбумин, преальбумин, альфа1-антитрип-
син, альфа2-макроглобулин, гаптоглобин, D-дай-
мер белок, α

1
-антихимотрипсин [3, 11]. БОФ вы-

полняют разнообразные биологические функции, 
направленные на ограничение воспалительной 
реакции, удаление повреждающего фактора, ло-
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кализацию очага повреждения и восстановление 
нарушенной структуры в месте повреждения или 
на уровне всего организма [11].

При инфекционных поражениях увеличива-
ется концентрация C-реактивного белка, отно-
сящегося к бета-глобулинам. С-реактивный бе-
лок, как и другие белки острой фазы воспаления, 
появляются в сыворотке вскоре после начала 
воспаления. Повышение уровня С-реактивного 
белка наблюдается при острых бактериальных и 
вирусных инфекциях, инфаркте миокарда, злока-
чественных новообразованиях и аутоиммунных 
заболеваниях. Поскольку уровень С-реактивного 
белка в течение суток может резко меняться, его 
определяют в динамике [3].

Цитокины – группа белков, участвующих в ак-
тивации, контроле роста и репарации клеток, а 
также регуляции иммунного ответа. Последова-
тельная ýкспрессия каскада цитокинов происходит 
при многих заболеваниях. Т-лимфоциты секрети-
руют различные про- и антивоспалительные цито-
кины во время заболевания [3]. Также, например, 
определение лактата в спинномозговой жидкости 
и крови при нейроинфекциях позволяет оценить 
степень воспаления в оболочках головного мозга, 
уже в первые часы поступления больного в ста-
ционар предположить бактериальную ýтиологию 
менингита и начать комплексное лечение [12].

Современные методы хроматографии позво-
ляют определять биомаркеры на уровне 1 × 10–9– 
–10–15 г (от нано- до фемтограммов), благодаря 
разработке сверхчувствительных и селективных 
систем, методов концентрирования, созданию 
высокоýффективных и стабильных колонок и по-
вышению надежности аппаратуры в целом [13]. 
Метод газовой хроматографии – масс-спектро-
метрии (ГХ–МС) позволяет одновременно изме-
рять концентрации более сотни микроорганизмов 
непосредственно в анализируемом материале: 
крови, моче, биоптатах и других биологических 
жидкостях и тканях, минуя стадии предваритель-
ного посева на питательные среды или использо-
вание тестовых биохимических материалов [14]. 

ПРОТЕОМНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  
В ДИАГНОСТИКЕ ИНФЕКЦИОННЫХ  
ЗАБОЛЕВАНИЙ

Протеомный анализ – сложный, многосту-
пенчатый метод, необходимый и востребованный 
в настоящее время для решения многих задач и 
вопросов в медицине и науке. В инфектологии 
имеются данные о применении протеомного ис-
следования для идентификации белков-возбуди-

телей, а также исследовании белков – маркеров 
инфекционного процесса [15]. Проанализируем 
их более детально.

Получены результаты по ýкспериментально-
му моделированию возникновения вирулентных 
геновариантов Vibrio cholerae биовара Эль Тор.  
С ýкспериментальной целью были проведены  
межродовые (E. coli с V. cholerae) и внутривидо-
вые (V. cholerae  и V. cholerae) скрещивания. При 
протеомном анализе обнаружено изменение ýкс-
прессии белков, таким образом, установлено вли-
яние изменения генотипа на уровень жизнеспо-
собности. Одним из механизмов формирования 
геновариантов в естественных популяциях возбу-
дителя является горизонтальный перенос генов. 
Таким образом, полученные данные о механизме 
образования геновариантов, о структуре и функ-
ции их генома важны для понимания изменений, 
происходящих в естественной популяции, приво-
дящие к образованию новых генотипов. Исполь-
зуя ýти данные, возможно разработать методы 
ýкстренной диагностики, а также ýффективные 
способы профилактики [16]. 

Е.Г. Струкова и соавт. показали возможность 
использования метода хромато-масс-спектроме-
трии для оценки микроýкологического статуса 
организма человека по масс-спектрометрии ми-
кробных маркеров, в качестве которых выступа-
ют жирные кислоты, стерины, альдегиды. При 
помощи масс-спектрометрии мазка из ротовой 
полости группы здоровых людей был изучен 
видовой состав микроорганизмов. Проведенная 
оценка микрофлоры зева здоровых лиц юно-
шеского возраста показала широкий диапазон  
аýробных и анаýробных микроорганизмов, общее 
количество которых превышает норму, приня-
тую для здоровых людей средней полосы Рос-
сии. Следовательно, метод ГХ–МС позволяет 
изучить видовой состав микроорганизмов, на-
селяющих микробиоценозы человека различных 
биосубстратов. Полученные результаты исследо-
вания состава микробных маркеров в мазке зева 
практически здоровых лиц юношеского возраста 
дадут возможность использовать ýти данные в 
качестве контрольных значений в дальнейших ис-
следованиях, а также решать вопросы профилак-
тики, выявляя носительство патогенной микро-
флоры и формируя группы риска по развитию 
определенных заболеваний [17].

Имеются данные по изучению ýнцефали-
та, вызванного паразитом Toxoplasma gondii. 
Первичная инфекция T. gondii у иммуноком-
петентных лиц остается в значительной сте-
пени бессимптомной. Напротив, у лиц с осла-
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бленным иммунитетом реактивация паразита 
приводит к тяжелым осложнениям и смерт-
ности. Молекулярные изменения на уровне 
белка в центральной нервной системе и бел-
ки, связанные с патогенезом ýнцефалита, в 
настоящее время изучены не до конца. Про-
теомными исследованиями измененных и по-
раженных белков в цереброспинальной жид-
кости (ЦСЖ)  человека при инфицировании 
T. gondii и коинфекции вируса иммунодефицита 
человека (ВИЧ) было идентифицировано 3 496 
белков. Используя количественные протеомные 
исследования, получен сравнительный профиль 
протеомов тканей мозга у пациентов с токсо-
плазменным ýнцефалитом с ВИЧ-инфекцией. 
Молекулярный профиль, связанный с патоло-
гическим прогрессированием токсоплазменного 
ýнцефалита, ранее не исследовался методами 
протеомного анализа. Используя метод iTRAQ, 
было идентифицировано подмножество белков, 
которые ýкспрессируются в тканях головного 
мозга при ýнцефалите, вызванном T. gondii со-
вместно с ВИЧ-инфекцией. Была обнаружена 
дифференциальная регуляция ключевых белков, 
участвующих в иммуноферментном ответе при 
инфицировании и приводящая в последующем 
к судорожной готовности и когнитивным нару-
шениям, также идентифицирована избыточная 
ýкспрессия белков, которые могут играть опре-
деленную роль в развитии шизофрении у паци-
ентов с токсоплазменным ýнцефалитом [18].

Cryptococcus spp. вызывают грибковый ме-
нингит, опасную для жизни инфекцию, которая 
встречается преимущественно у лиц с ослаблен-
ным иммунитетом. Для того, чтобы Cryptococcus 
neoformans вторгся в центральную нервную 
систему (ЦНС), он должен сначала проник-
нуть через гематоýнцефалический барьер. Для 
решения вопроса о путях и патогенезе прео-
доления гематоýнцефалического барьера был 
изучен протеомный профиль ýндотелиальных 
клеток мозга человека при менингите, вызван-
ном Cryptococcus neoformans, с использованием 
метода масс-спектрометрии. Чтобы полностью 
понять механизмы проникновения через ýндоте-
лий головного мозга, необходимо изучить роль 
ýндотелиальных факторов мозга, которые спо-
собствуют ýтому. Изучались изменения на уров-
нях ýкспрессии белка в ýндотелии головного 
мозга. Протеомные исследования в ýтой области 
в дальнейшем могут улучшить данные о патоге-
незе проникновения микроорганизмов в голов-
ной мозг и способах возникновения поражений 
ЦНС у людей [19].

Вирус гриппа A вызывает ежегодные ýпиде-
мии, глобальные пандемии. Однако разработка 
ýффективных вакцин и вариантов лечения оказа-
лась сложной, так как вирус быстро развивает-
ся и изменяется. Следовательно, идентификация 
белков, связанных с вирусной инфекцией и ре-
пликацией, способствовала бы созданию потен-
циальных новых противовирусных препаратов. 
A.L.  Kroeker и соавт. изучили изменения в ýпи-
телиальных клетках верхних дыхательных путей 
при инфицировании вирусом гриппа, определили 
белковый профиль измененных цитоплазматиче-
ских клеток, что в дальнейшем позволит опреде-
лить новые направления развития противогрип-
позной терапии [20].

MALDI-TOF-технология применялась для 
идентификации возбудителей в крови у детей с 
подозрением на септическое состояние, значи-
тельно сокращая время на диагностику. Несмотря 
на высокую информативность результатов иссле-
дований, тем не менее, использование масс-спек-
трометрии не может рассматриваться как абсо-
лютная альтернатива и замена общепринятым 
способам идентификации возбудителя (бактерио- 
логические и молекулярно-биологические). Оно 
может быть оправдано в качестве дополнитель-
ного исследования, позволяющего сократить вре-
мя идентификации на 24–48 ч и, следовательно, 
ускорить применение адекватных антимикробных 
препаратов [21]. 

Количественные протеомные исследования 
белков тканей мозга мышей, зараженных виру-
сом японского ýнцефалита, на основе 2-DE–MS 
(двумерный гель-ýлектрофорез, совмещенный с 
масс-спектрометрией) методики представляют 
потенциальный интерес для будущих антивирус-
ных исследований в ýтой области. Было доказа-
но, что репликация вируса не ограничивается ци-
топлазмой, но также и происходит в ядре клеток 
головного мозга.  Работы в ýтой области явля-
ются основополагающими и имеют важное зна-
чение для дальнейших исследований, направлен-
ных на поиски противовирусной терапии. Была 
сделана попытка расшифровать нейропатогенез 
вируса японского ýнцефалита, изучив изменения 
в протеоме хозяина. Доказано, что репликация 
флавивируса не ограничивается цитоплазмой, но 
также встречается в ядре клетки хозяина. Име-
ются доказательства того, что основные белки 
репликации NS3 и NS5 JEV локализуются внутри 
ядра во время инфекции [22].

Исследование протеомного состава конден-
сата выдыхаемого воздуха представляется пер-
спективным неинвазивным методом диагности-
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ки болезней респираторного тракта человека. В 
рамках данного исследования проанализирован 
протеомный состав у 53 пациентов, включая па-
циентов с различными заболеваниями дыхатель-
ной системы: 17 больных хронической обструк-
тивной болезнью легких в стадии обострения  
(1-я группа), 13 больных с внебольничной пнев-
монией (2-я группа), а также 23 здоровых неку-
рящих донора (3-я группа). С использованием вы-
сокоýффективной жидкостной хроматографии, 
совмещенной с тандемной масс-спектрометрией 
(ВЭЖХ–МС/МС), можно идентифицировать по-
тенциальные белки-маркеры (иммуноглобулин 
альфа, кинниноген, сывороточный альбумин, 
цинк-альфа2-гликопротеин, лизоцим), харак-
терные для воспаления легких инфекционного 
(пневмония) и неинфекционного генеза (хрони-
ческая обструктивная болезнь легких). Анализ 
конденсата выдыхаемого воздуха как простой 
неинвазивный метод все чаще используется для 
исследования и диагностики патологий дыхатель-
ной системы. Он может служить альтернативой 
традиционного ýндоскопического обследования 
нижних отделов дыхательных путей. Будучи не-
инвазивной, процедура может быть осуществлена 
даже для пациентов с тяжелым течением болезни. 
Развитие и применение протеомных технологий 
для изучения белков в конденсатах выдыхаемого 
воздуха человека представляются перспективным 
направлением диагностики инфекционных забо-
леваний дыхательных путей [23].

При исследовании вариантов вируса клещево-
го ýнцефалита из базы данных NCBI было об-
наружено, что он содержит большое количество 
аминокислотных последовательностей белка Е 
(около 350, из которых 180 являются полнораз-
мерными вариантами расшифрованных последо-
вательностей поверхностного антигенного белка 
Е), которые запускают выработку антител [24]. 
Были изучены физико-химические свойства дан-
ных последовательностей и обнаружено, что не-
который ряд штаммов вируса меняет антигенные 
свойства белка, способствуя снижению иммун-
ного ответа, вызванного применяемой вакциной. 
Результаты исследования могут в последующем 
помочь разработать наиболее ýффективную вак-
цину [24]. 

Недавние вспышки, вызванные вирусом Çа-
падного Нила в развитых странах, включая Ев-
ропу и Соединенные Штаты, привели к высокому 
уровню заболеваемости и смертности. Появление 
более вирулентных штаммов и отсутствие ýффек-
тивной противовирусной терапии или вакцины 
отдают приоритет пониманию патогенеза заболе-

вания. Чтобы получить представление о патофи-
зиологических процессах, был изучен профиль 
белка в головном мозге мышей, инфицированных 
вирусом Çападного Нила. Исследования были 
проведены с использованием 2D-DIGE и iTRAQ 
методов с последующей идентификацией бел-
ков масс-спектрометрией [25]. С использованием 
протеомных методов было идентифицировано 
148 ýкспрессированных белков в головном мозге 
мышей после инфицирования вирусом Çападного 
Нила. Эти исследования внесли огромный вклад 
в изучение патогенеза заболевания и разработки 
противовирусной терапии, что является основой 
для дальнейшего изучения биомаркеров заболе-
вания, диагностики и профилактики заболеваний, 
вызванных вирусом Çападного Нила [25].

Протеомные исследования изменили пред-
ставление исследователей в отношении возбу-
дителей многих заболеваний. После изучения 
белков и их регуляции стали понятны аспек-
ты антибиотикорезистентности к препаратам у 
бактерий, улучшены знания о механизмах бак-
териальной вирулентности и способах взаимо-
действия бактерий с клетками человека. С при-
менением метода MALDI-TOF для исследования 
белков появилась возможность изучения устой-
чивости бактерий в клинических лабораториях. 
Так, например, уже имеются результаты иссле-
дования чувствительности микроорганизмов к 
некоторым наиболее распространенным анти-
биотикам. Протеомные исследования открывают 
новые пути к разработке методов ýффективной 
профилактики и созданию лекарств для лечения 
инфекционных заболеваний, вызванных микро-
организмами [26–28].

При проведении протеомного анализа плаз-
мы крови у пациентов с инфекционным ýн-
докардитом нативных клапанов сердца были 
обнаружены специфические белки – марке-
ры возбудителей инфекционного ýндокардита 
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus delphi, 
Streptococcus viridans,  микроорганизмы семей-
ства Enterobacteriaceae, грибы рода Сandida 
и др.), которые являются пусковым звеном в 
развитии иммунного ответа в организме паци-
ента. Таким образом, протеомный анализ дает 
возможность диагностировать на раннем ýтапе 
развитие ýндокардита, а также подобрать ýф-
фективную антимикробную и иммунотропную 
терапию [29].

Вирус гепатита С является основной причи-
ной заболеваний печени во всем мире. Острая 
инфекция часто прогрессирует и переходит в 
хроническую форму, возникают фиброз, цирроз 
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и в редких случаях – гепатоцеллюлярная кар-
цинома. Несмотря на то, что вирус гепатита С 
является сложным объектом исследований, в те-
чение последних двух десятилетий было разрабо-
тано несколько ýкспериментальных моделей для 
улучшения понимания жизненного цикла вируса, 
патогенеза и взаимодействий вируса и человека 

[30]. Протеомные исследования внесли огром-
ный вклад в изучении патогенеза поражений при 
вирусном гепатите С: изучены состав вириона, 
репликация и сборка вируса. Учитывая изложен-
ное, протеомные исследования следует считать 
ценными инструментами для расшифровки вза-
имодействия вируса с его хозяином и улучшения 
тактики ведения и лечения пациентов с вирусным 
гепатитом С [30].

Диагностика бешенства является проблема-
тичной в связи с отсутствием прижизненной 
лабораторной диагностики, и, как правило, ди-
агноз может быть подтвержден посмертным ис-
следованием тканей мозга. При количественном 
протеомном анализе тканей головного мозга у 
умерших людей с ýнцефалитом и паралитической 
формой бешенства методом ITRAQ, совмещен-
ным с масс-спектрометрией, было идентифициро-
вано 402 белка [26]. Метод ITRAQ был использо-
ван и для идентификации биомаркеров. Выявлен 
набор дифференциально ýкспрессированных  
402 белков в образцах мозговой ткани человека, 
которые могут служить ценным диагностическим 
признаком – потенциальными биомаркерами для 
дифференциации ýнцефалита от паралитических 
форм бешенства [31].

Применение масс-спектрометрии микробных 
маркеров для изучения микроýкологии человека 
дает качественно новый вариант микробиологи-
ческого исследования благодаря возможности 
одновременного количественного определения 
более сотни микробных маркеров (индивидуаль-
ные маркеры,  специфичные для таксонов разно-
го уровня (семейства, рода или вида), по которым 
их можно определять количественно в объектах 
окружающей среды и клинических пробах) непо-
средственно в биологических пробах без предва-
рительного культивирования микроорганизмов. 
Получение в реальном времени расширенной ин-
формации из одной пробы об анаýробах и труд-
но культивируемых аýробах, а также актинобак-
териях, вирусах, дрожжах и микроскопических 
грибах обеспечивает полное понимание микроб-
ной ýтиологии заболевания. Количественные из-
мерения методом масс-спектрометрии позволяют 
изучать динамику изменения микробиоты при 
лечебных мероприятиях, в том числе влияние 

антибиотиков и пробиотиков на пристеночную 
микробиоту кишечника. Микроýкологический 
статус человека, точнее, поддержание его гомео-
стаза, является необходимым условием стабиль-
ного функционирования всех органов и систем. 
Соответственно, одним из первых мероприятий 
по обеспечению качества и продолжительности 
жизни должен быть контроль и восстановление 
микробиоценоза, если он оказался нарушенным. 
Контролировать состав пристеночной микро-
биоты кишечника и других органов оказалось 
возможным с помощью метода ГХ–МС. Обна-
руженный в результате систематических иссле-
дований гомеостаз микробных маркеров в крови 
и адекватность его профиля составу кишечной 
микробиоты здорового человека обеспечили уни-
кальную возможность отслеживать состояние 
микробиоты кишечника малоинвазивным мето-
дом – по анализу крови [32].

НОВЫЕ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ РЕШЕНИЯ  
В ДИАГНОСТИКЕ ИНФЕКЦИОННЫХ  
ЗАБОЛЕВАНИЙ

На сегодняшний день имеются запатенто-
ванные методики обследований, использующие 
протеомные методы для диагностики инфек-
ционный болезней. Так, например, «Способ 
диагностики аксонально-демиелинизирующих 
полиневропатий» (патент РФ № 2441240 от 
27.01.2012 г.) основан на прямом протеомном 
профилировании сыворотки крови больного пу-
тем идентификации биомаркеров заболевания. 
В частности, данный метод повышает точность 
диагностики полинейропатий. Учитывая ауто-
иммунный характер развития аксонально-деми-
елинизирующих полиневропатий, важное место 
в их диагностике занимают иммунологические 
методы исследования. 

Однако наиболее перспективным представ-
ляется использование протеомных технологий, 
поскольку последние не требуют ориентации на 
специфичность взаимодействия «антиген – ан-
титело», которая при аутоиммунных процессах 
дает сбои из-за наличия множественных «пере-
крестных» неспецифичных реакций. Системный 
подход, основанный на обнаружении в организ-
ме биомаркеров тех или иных патологических 
состояний методами протеомики, как правило, 
требует серьезной обработки результатов с ис-
пользованием новейших достижений биоинфор-
мационных технологий, что еще больше повы-
шает диагностическую значимость протеомных 
исследований [33].
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Несколько ранее разрешен к применению 
«Способ диагностики сифилиса с использова-
нием метода прямого протеомного профили-
рования сыворотки крови» (патент № 2381505 
от 10.02.2010 г.). Сущность метода заключается 
в изучении наличия биомаркеров в сыворотке 
крови у больных сифилисом. Благодаря приме-
нению протеомных методов анализа и выявле-
нию биомаркеров, возможно усовершенствовать 
раннюю диагностику и предупредить развитие 
осложнений. Основной идеей такой целевой 
«маркерной» диагностики является иденти-
фикация определенных молекул или их ком-
плексов, которые присутствуют только в пора-
женных тканях или клетках (но отсутствуют в 
нормальных) и (или) выделяются во внешнюю 
среду или внутренние среды организма. Любой 
биологический процесс сопровождается каска-
дами ферментативных реакций, и специфичный 
набор их продуктов-фрагментов белков можно 
обнаружить в крови [34].

Связанное с ВИЧ-1 нейрокогнитивное рас-
стройство встречается примерно у одной трети 
инфицированных людей. При исследовании ЦСЖ 
масс-спектрометрическим методом у модели при-
мата с ВИЧ-1-ассоциированным нейрокогнитив-
ным расстройством были выявлены неизвестные 
ранее изменения в ЦНС. При заболевании повы-
шается ýспрессия таких белков, как альфа-1-ан-
титрипсин, комплемент С3, гемопексин, IgM и 
плазминоген. ВИЧ-ассоциированные неврологи-
ческие расстройства сохраняются при проведе-
нии высокоактивной антиретровирусной терапии. 
Биомаркеры для прогнозирования ВИЧ-ассоции-
рованных неврологических расстройств, прогрес-
сирования течения ВИЧ-инфекции и мониторин-
га ответа на терапию отсутствуют. Обнаружение 
специфических биомаркеров болезни является 
важной проблемой в медицине. Белки из базы 
данных NCBInr были исследованы с использова-
нием поисковой системы Spectrum Mill. В иссле-
довании были изучены белки ЦСЖ протеомным 
методом. Была создана и изучена модель невро-
логических расстройств при ВИЧ-инфекции, а 
идентифицированные биомаркеры выявили важ-
ный аспект заболевания: их присутствие не про-
сто отражает распад нормальных барьеров ЦНС, 
но и ýкспрессия генов, кодирующих ýти белки, 
заметно увеличивается в самой паренхиме голов-
ного мозга во время болезни [35]. 

Escherichia coli, одна из наиболее хорошо 
зарекомендовавших себя прокариот, служит мо-
дельным организмом для биохимических, био-
логических и биотехнологических исследований.  

В последние годы протеом E. сoli был исполь-
зован в качестве стандарта для оценки и про-
верки новых технологий и методик, таких как 
фракционирование образца, обогащение бел-
ка, двумерный гель-ýлектрофорез в сочетании 
с масс-спектрометрией, жидкостная и газовая 
хроматография в сочетании с масс-спектроме-
трией, обработка данных с применением принци-
пов биоинформатики. После завершения проекта 
секвенирования генома E. сoli ýтот организм был 
охарактеризован в масштабе генома в терминах 
его транскриптома, протеома, взаимодействия и 
метаболизма. По сравнению с протеомами дру-
гих организмов, протеом E. coli представляет 
собой превосходную модель для исследований, 
обладая рядом преимуществ: наличие баз данных 
(SWISS-PROT, NCBI), которые содержат инфор-
мацию о белках и соответствующих генах; менее 
сложный, чем у других организмов, протеом E. 
coli [36].

Таким образом, данные проведенных исследо-
ваний показывают возможность применения про-
теомного как метода диагностики. Благодаря его 
использованию возможны ранняя малоинвазив-
ная диагностика, разработка и внедрение в прак-
тику новых медицинских технологий, специфиче-
ских методов профилактики в инфектологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время активно развиваются но-

вые подходы к диагностике болезней, использую-
щие достижения и методы протеомного анализа. 
С внедрением в практику данных методов появи-
лась возможность на ранних ýтапах диагностиро-
вать заболевания инфекционной природы, уточ-
нять патогенез развития уже известных, а также 
изучать механизм развития малоизученных забо-
леваний. Перспективной представляется разра-
ботка методов профилактики «неуправляемых» 
заболеваний, в частности инфекционной пато-
логии, а также ýкспресс-диагностики во многих 
областях медицины. Необходимо отметить, что, 
имея данные об ýтиологии и патогенезе забо-
левания, а также о патологических процессах, 
происходящих в организме, можно использовать 
результаты протеомных исследований для разра-
ботки новых лекарственных средств и их меди-
цинского применения с учетом принципов пер-
сонализированной медицины. Однако бóльшая 
часть сведений о белках, имеющаяся в базах дан-
ных, была получена с помощью искусственных 
геномных и протеомных подходов и фактически 
может рассматриваться только в качестве гипо-
тез. Биоинформационный анализ ýтих данных 
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приводит к появлению новых гипотез, которые 
без ýкспериментальной проверки представляют 
собой гипотезы второго порядка. Наиболее пер-
спективными направлениями в последние годы 
стали новые ýкспериментальные подходы, инте-
грирующие различные методы аффинной очист-
ки целевых комплексов белков с их последующей 
идентификацией с помощью масс-спектрометрии 
[9]. Необходимо заметить, что при исследова-
нии белковых взаимодействий в некоторых слу-
чаях есть вероятность зафиксировать ложные 
сигналы, предполагающие наличие связи между 
молекулами. До сих пор затруднено проведе-
ние количественного анализа в масштабе целого  
протеома [4].

Протеомика – новая наука, основные откры-
тия и практические результаты в ýтой области 
еще впереди. Открытия могут быть получены 
только на основе комплексного подхода на сты-
ке биологии, математики, информатики, физики 
и химии. Проведенные исследования и получен-
ные результаты показывают, что только в рамках 
такого подхода ýти задачи могут быть успешно 
решены.
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