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Дыхательная система выполняет важней-
шую функцию жизнеобеспечения, отражает об-
раз жизни человека и состояние его здоровья. 
Химические анализы дыхания имеют широкий 
спектр применения: от одобренного FDA (USA) 
измерения выдыхаемой фракции оксида азота 
для мониторинга эффективности противовос-
палительной терапии при бронхиальной астме 
до определения летучих органических веществ 
(VOC) и профилирования нелетучих биомарке-
ров в охлажденной дыхательной пробе, называ-
емой конденсатом выдыхаемого воздуха (КВВ) 
[1, 2]. Будучи неинвазивной, а следовательно, 
легкой в проведении процедурой, проба дыха-
ния позволяет клиницистам и исследователям 
оценивать процессы, происходящие в организ-
ме человека. Даже в случае очень тяжелых па-
циентов можно проводить и повторять через 
короткие интервалы времени сбор такой про-
бы [3]. Таким образом, исследование дыхания 
можно успешно применять при осуществлении 
скрининговых программ [4].

Кроме таких широко известных составляющих, 
как водород, кислород, углекислый газ, инертные 
газы и пары воды, выдыхаемый воздух содержит 
также тысячи летучих и нелетучих компонентов, 
главным образом, в следовых количествах, что 
превращает их обнаружение в достаточно слож-
ную задачу. Применение современных высоко-
чувствительных технологий при анализе проб со-
ставляет основу правильной идентификации этого 
типа биоматериалов. Использование инновацион-
ных технологий, таких как метаболомика, протео-
мика, масс-спектрометрия, обладает огромным по-
тенциалом в области профилирования биомарке-
ров выдыхаемого воздуха [5]. Оценка биомаркеров 
выдыхаемого воздуха необходима для понимания 
патомеханизма заболевания, а также при назначе-
нии соответствующей терапии [1].

Рак легкого является одним из самых леталь-
ных видов рака и характеризуется самой высокой 
смертностью [6, 7] – пятилетний уровень выжи-
ваемости при раке легкого составляет всего лишь 
15% [8]. Если диагноз поставлен тогда, когда рак 
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еще локализован, и проводится хирургическое 
вмешательство, прогноз улучшается, а пятилет-
ний уровень выживаемости достигает 52% [9]. 
Раннее диагностирование рака – условие успеха 
лечения и снижения смертности. Если для рака 
кишечника, груди, шейки матки скрининговые 
программы позволили уменьшить уровень смерт-
ности и улучшить прогноз [10], то для рака лег-
кого такого рода программы пока не увенчались 
знаковым успехом [11].

Цель данного исследования – анализ протеома 
КВВ пациентов с диагнозом рак легкого первой–
второй стадии и выделение потенциальных био-
маркеров ранних стадий заболевания.

Экспериментальная часть

Доноры. Обследованы 79 человек: 17 больных 
с хронической обструктивной болезнью легких 
(ХОБЛ) в стадии обострения, 13 – с внеболь-
ничной пневмонией, 26 больных с диагностиро-
ванным раком легкого и 23 здоровых некурящих 
добровольца. Больные ХОБЛ и пневмонией на-
ходились на стационарном лечении в пульмоно-
логическом отделении ГКБ № 57 г. Москвы. Диа-
гностика ХОБЛ и пневмонии осуществлялась на 
основании общепринятых рекомендаций: WHO 
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung 
Disease (GOLD) (http://www.goldcopd.org), Ру-
ководство по лечению инфекций нижних дыха-
тельных путей у взрослых (Объединенная целе-
вая группа Европейского респираторного обще-
ства и Европейского общества по клинической 

микробиологии и инфекционным болезням) 
[12]. Пациенты с диагностированным раком 
легкого находились на стационарном лечении 
в отделении торакальной хирургии МНИОИ 
им. П.А. Герцена, диагностика осуществлялась 
на основании данных компьютерной томогра-
фии органов грудной клетки и результатов ис-
следования биопсии. Характеристики групп до-
норов приведены в табл. 1.

Исследование конденсата выдыхаемого воздуха 
было утверждено комитетами по этике ИБХФ РАН, 
НИИ пульмонологии РАН и МНИОИ им. П.А. Гер-
цена, все доноры подписали информированное со-
гласие на участие в исследовании.

Сбор конденсата выдыхаемого воздуха и 
хромато-масс-спектрометрический анализ 
(ВЭЖХ-МС/МС). Конденсаты выдыхаемого воз-
духа пациентов с диагностированными ХОБЛ и 
внебольничной пневмонией собирали с помощью 
стационарного устройства «ECoScreen» в соответ-
ствии с ранее опубликованными протоколами [13]. 
Для того чтобы облегчить процедуру пациентам 
с диагностированным раком легкого и не причи-
нять им большого беспокойства, сбор КВВ осу-
ществляли с помощью портативного устройства 
«RTube» в соответствии с ранее опубликованными 
протоколами [14]. Для контрольной группы прово-
дили сравнительный анализ списков белков, полу-
чаемых посредством сбора с помощью  устройств 
«ECoScreen» и «RTube». В результате было пока-
зано, что тип устройства не влияет на итоговый 
результат (данные не приведены). Пробоподго-

Т а б л и ц а  1
Характеристики групп доноров

Параметр
Группа доноров

ХОБЛ пневмония рак легкого контроль

Число, чел. 17 13 26 23

Возраст, лет 64,7±4,7 36,2±12,2 56,5±11,5 27,5±4,8

Мужчины, чел. (%) 13 (76) 7 (54) 21 (81) 10 (43)

Женщины, чел. (%) 4 (24) 6 (46) 5 (19) 13 (57)

Курит до настоящего времени 
/ бывший курильщик / 
некурящий

12/5/0 4/2/7 14/4/8 0/0/23

Стадии заболевания 0/3/10/4а 2/4/2/3/2б 1/8/12/5в г

Гистологический тип − − 11/4/1/10д −
аСтадии ХОБЛ: I/II/III/IV, ≥2 положительных критериев Anthonisen; бPSI классы: I/II/III/IV/V; встадии рака легкого: 

I/II/III/IV; гникаких симптомов аллергии, хронических респираторных заболеваний или острых респираторных 
симптомов на протяжении двух месяцев перед сбором КВВ; дплоскоклеточная карцинома/аденокарцинома/
ангиокарцинома/другие виды рака с метастазами в легких.
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товку для масс-спектрометрии и хромато-масс-
спектрометрического анализа (ВЭЖХ-МС/МС) 
осуществляли в соответствии с ранее опублико-
ванными протоколами [13, 14].

Биоинформатический анализ данных. Список 
значений точной массы пептидов и их фрагментов 
использовали для поиска и идентификации бел-
ков по базе данных с помощью программы Mascot 
(Matrix Science, Лондон, Великобритания; version 
2.0.04). Для идентификации белков использова-
ли базу данных IPI-human (version 3.82; released 
06.04.2011; 92104 entries), предоставляемую Ев-
ропейским институтом биоинформатики, при сле-
дующих параметрах поиска: фермент – трипсин; 
точность массы для родительского иона 5 ppm; 
точность массы для MS/MS фрагментов 0,50 Da; 
модификация – окисление метионина. Считали, 
что белок достоверно идентифицирован, если для 
него нашлось не менее двух уникальных пептидов 
(Score > 70) у одного из доноров, а также в том 
случае, если данный белок при наличии не менее 
одного уникального пептида (Score > 30) нашелся 
у нескольких доноров рассматриваемой группы.

Для аннотирования и анализа результатов 
были использованы биоинформатические базы 
данных GeneCards (http://www.genecards.org), 
GeneOntology (GO) (http://geneontology.org), 
MOPED (https://www.proteinspire.org/MOPED), 
BioGPS (http://biogps.org), UniProt (www.uniprot.
org), а также продукты компании Quagen (http://
www.qiagen.com) для профилирования различ-
ных физиологических и патологических процес-
сов в организме человека.

Обсуждение полученных результатов

Протеомный анализ КВВ четырех представ-
ленных групп доноров выявил более 300 различ-
ных белков. Инвариантными для всех проб явля-
лись цитоскелетные кератины II типа (1, 2, 3, 4, 
5, 6) и цитоскелетные кератины I типа (9, 10, 14, 
15, 16). В предварительных экспериментах нами 
и другими авторами было показано, что цитоске-
летные кератины являются основными белковы-
ми компонентами КВВ как курильщиков, так и 
некурящих здоровых людей [13, 16]. Согласно 
каталогу белков человека, цитокератины СК 1, 2, 
9 и 10 имеют эпидермальное происхождение, по-
этому считается, что данные белки либо вносят-
ся при пробоподготовке, либо имеют экзогенное 
происхождение, т.е. не относятся к белкам дыха-
тельных путей. В предыдущем исследовании [13, 
17] мы предположили, что эти экзогенные кера-
тины в КВВ являются свободно циркулирующи-
ми белками воздуха.

Полный список некератиновых белков, иденти-
фицированных в пробах как контрольной группы, 
так и в группах с ХОБЛ, внебольничной пневмо-
нией и раком легкого, приведен в табл. 2.

Как можно видеть из табл. 2, для всех рассма-
триваемых групп доноров характерным оказался 
21 белок.  Наибольшая частота встречаемости в 
пробах была у дермцидина – белка-антибиотика, 
обладающего антибактериальной и протеолитиче-
ской активностью. Известно, что дермцидин се-
кретируется потовыми железами человека [18, 19], 
однако в ряде исследований показано, что дермци-
дин и его производные пептиды присутствуют при 
острой ишемической болезни сердца в крови [20], 
в плаценте [21], мозге и нейрональных клеточных 
линиях [21]. Согласно базе данных MOPED, экс-
прессия дермцидина наблюдается во многих тка-
нях, включая легкие и респираторный тракт. Более 
того, дермцидин был предложен в качестве вероят-
ного онкогена в исследованиях, посвященных он-
кологическим заболеваниям [22]. Показано также, 
что он стимулирует пролиферацию опухолевых 
клеток мыши, крысы и человека [22–24].

Для дальнейшего анализа использованы дан-
ные протеомов КВВ пациентов с первой и второй 
стадиями рака легкого, поскольку они представля-
ют наибольший интерес с диагностической и про-
гностической точек зрения [9].

В КВВ доноров с диагностированным раком 
легкого первой–второй стадии идентифицирова-
ны 42 белка некератиновой природы, отсутству-
ющие в КВВ группы здорового некурящего кон-
троля, а также в КВВ доноров с ХОБЛ и внеболь-
ничной пневмонией.

 На основании подробного аннотирования с 
помощью биоинформатических ресурсов, а так-
же анализа частоты встречаемости выделены           
19 белков, которые можно было бы предложить в 
качестве диагностической панели для рака легкого 
при исследовании конденсата выдыхаемого возду-
ха (табл. 3). Как видно из приведенных в табл. 3 
данных, большинство представленных белков по 
своей функциональной характеристике относятся 
к категории регуляторных и имеют внутриклеточ-
ную локализацию. Экспрессия всех представлен-
ных белков повышена при исследуемом заболе-
вании, и некоторые из них входят в коммерческие 
ПЦР-тесты на профилирование рака легкого по 
крови (Quagen™).

В работе [25] было показано, что появление 
POTE ankyrin domain family member E характер-
но для многих видов рака (при этом он практи-
чески отсутствует в здоровых тканях). Последу-
ющие  исследования экспрессии данного белка,                         
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LUNG CANCER EARLY DIAGNOSIS BASED 
ON PROTEOME ANALYSIS OF EXHALED BREATH 
CONDENSATE
K.U. Fedorchenko, A.M. Ryabokon, A.S. Kononikhin, S.I. Mitrofanov V.V. Barmin, 
O.V. Pikin, E.H. Anaev, I.V. Gachok, I.A. Popov, E.N. Nikolaev, A.G. Chuchalin,                 
S.D. Varfolomeev

(N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences)

Using the method of ion cyclotron resonance mass spectrometry with electrospray 
ionization we conducted a comparative study of exhaled breath condensate (EBC) 
proteome obtained for four donor groups: diagnosed with lung cancer, diagnosed with 
chronic obstructive pulmonary disease, diagnosed with community-acquired pneumonia 
and healthy nonsmoking control. More than 300 proteins were identifi ed; 19 proteins were 
allocated for the EBC samples of donors diagnosed with the early stages of lung cancer as 
potentially signifi cant in the development of diagnostic panel of lung cancer biomarkers. 
We have shown the protein profi les of different donor groups to be subjected to separation 
and selection of a particular group of proteins for certain conditions/diseases of the 
respiratory system. Thus the EBC analysis could be a promising non-invasive method for 
lung cancer early diagnosis.

Key words: lung cancer, early diagnosis, exhaled breath condensate, proteomic analysis, 
HPLC-MS/MS.
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