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Международный проект «Протеом человека» (ППЧ), являющийся логическим продолжением 
проекта «Геном человека», начат 23 сентября 2010 года. В соответствии с геноцентричным под-
ходом, целью ППЧ является подготовка каталога всех протеинов человека и расшифровка сети их 
взаимодействий. Трудности реализации ППЧ возникают вследствие того, что сам объект исследова-
ния – протеом – гораздо сложнее генома. Основной проблемой является недостаточная чувствитель-
ность протеомных методов, не позволяющая детектировать низко- и ультранизкокопийные протеины. 
Плохая воспроизводимость протеомных методов и отсутствие так называемого «золотого стандар-
та» является второй основной сложностью в реализации ППЧ. Третья проблема – это динамичный 
характер протеома, его нестабильность во времени. В статье рассматриваются возможные вариан-
ты преодоления этих сложностей, препятствующих успешному выполнению ППЧ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: проект «Геном человека», проект «Протеом человека», предел чувствительно-
сти, масс-спектрометрический метод мониторинга множественных реакций.

В 2010 году международная организация 
«Протеом человека» (Human Proteome 
Organization, HUPO) официально от-

крыла глобальный проект «Протеом человека» 
(ППЧ). Первоочередной задачей проекта явля-
ется выявление хотя бы одного протеина, коди-
руемого каждым из 20300 генов человека [1]. С 
помощью количественной масс-спектрометрии 
(MS) и аффинных реагентов в рамках проек-
та планируется охарактеризовать внутрикле-
точную локализацию протеинов и основные 
модифицированные формы [2]. Хромосомо-
центричная часть ППЧ (Chromosome-centric, 
C-HPP) направлена на расширение знаний о 
протеоме человека путем глубокого понимания 
роли каждого гена. Фундаментальные аспек-
ты, связанные с возникновением и развитием 
патологических состояний и выявлением но-
вых биологических маркеров, исследуются в 
рамках второй части ППЧ, ориентированной 
на заболевания (Biology/Disease, B/D-HPP). В 
последнее десятилетие в рамках реализации 
инициатив HUPO по исследованию протеома 
различных тканей и органов (протеом плазмы, 
протеом печени, протеом мозга человека и др. 
[77]) были заложены основы для этой части 
проекта. 

C 2008 года международной организацией 
«Протеом человека» организован и проведен 

ряд научных совещаний, посвященных во-
просам определения целей, подходов и мето-
дических рекомендаций к реализации ППЧ 
[78, 3]. Планируется, что результатом выпол-
нения I этапа проекта (длительностью 6 лет) 
с использованием масс-спектрометрических 
подходов будут идентифицированы основные 
(немодифицированные) протеины человека 
в различных тканях; II этап ППЧ (длитель-
ностью 5 лет) направлен на идентификацию 
модифицированных протеинов, т.е. продук-
тов реализации однонуклеотидных поли-
морфизмов, а также протеинов, возникаю-
щих в ходе альтернативного сплайсинга или 
посттрансляционных модификаций. 

Проект «Протеом человека» сравнивают 
с проектом «Геном человека» (ПГЧ), который 
был успешно завершен более десяти лет назад 
[4, 5]. Конечной целью ПГЧ было декодиро-
вание всего генома, последовательность кото-
рого контекстно-независима и индивидуальна 
для человека. Секвенирование целого генома в 
начале 1990-х казалось нереальной задачей, и 
на проведение работ было потрачено в общей 
сложности около 3 млрд. долл. США (1 осно-
вание было секвенировано за 1 долл. США) 
[6, 7]. Реализация геномного проекта приве-
ла к развитию технологий [8], и сейчас за 1 
доллар США может быть секвенировано уже 
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100 млн. оснований [9]. Секвенирование ге-
нома человека привело к получению продук-
та, востребованного на медицинском рынке и 
представляющего большую ценность для фун-
даментальных исследований. Тем не менее, 
наши сегодняшние знания о функции генома 
ограничиваются в основном экспрессируемой 
частью, которая составляет не более 1,5% рас-
шифрованной последовательности ДНК [10]. 
Создание аналогичного каталога протеинов в 
протеомике может стать хорошей основой для 
развития новых диагностических подходов и 
терапии [5]. 

По сравнению с геномными технология
ми начала 1990-х, современные протеомные 
технологии более перспективны [13], посколь-
ку в одном эксперименте могут быть выявле-
ны до 10 тыс. протеинов [14]. Тем не менее, 
реализация ППЧ сопряжена с рядом сложно-
стей, которые будут рассмотрены далее. Эти 
сложности – недостаточная чувствительность 
протеомных технологий, отсутствие «золотого 
стандарта» и нестабильность протеома во вре-
мени – связаны с фундаментальными разли-
чиями геномики и протеомики. 

Недостаточная чувствительность 
протеомных технологий. 
Предел чувствительности 
аналитических методов

В геномных технологиях с помощью по-
лимеразно-цепной реакции (ПЦР, 15) одна 
молекула в биологическом образце может быть 
амплифицирована для повышения ее концен-
трации до предела обнаружения. В протео-
мике ситуация противоположная, поскольку 
пока нет технологии для репликации молекул 
протеина, то основной проблемой реализации 
ППЧ является недостаточная чувствитель-
ность высокопроизводительных аналитических 
методов [16].

Наиболее чувствительные масс-
спектрометрические детекторы могут обна-
руживать аналит, присутствующий в концен-
трации до 10-18 молей на литр (M) [81]. Такая 
чувствительность оказывается достаточной для 
детекции протеинов, присутствующих в следо-
вых количествах (менее 1000 молекул в 1 мкл 
образца), при этом в контексте биологических 
образцов предел чувствительности составляет 
10-8–10-10 М, вследствие общей сложности и 
высокого динамического диапазона протеинов 
в биоматериале [17].

При исследовании протеома протеины-
мишени заранее не определены, поэтому про-
боподготовка и фракционирование, влияю-

щие на количество выявленных протеинов, 
даже более значимы, чем физические свойства 
масс-спектрометрических детекторов [18]. В 
3D-экспериментах, которые обеспечивают все-
стороннее исследование протеома, протеины в 
нативном биологическом образце сначала раз-
деляются гель-фильтрацией [14] или изоэлек-
трическим фокусированием [19], после чего 
каждая фракция гидролизуется трипсином и 
образующиеся при этом пептиды анализиру-
ются с помощью 2D-LC-MS/MS. Такой метод 
идентификации протеинов, известный так-
же как метод «многомерной идентификации» 
(MudPIT), привел к быстрому переходу от об-
наружения 100 полипептидов [20] к обнаруже-
нию тысяч протеиновых молекул. 

При исследовании протеома дрожжей с 
использованием LC-MS/MS и ловушки масс-
спектрометра ионного циклотронного резонан-
са с преобразованием Фурье, были обнаруже-
ны примерно 2000 различных протеинов, при 
этом самый низкокопийный протеин присут-
ствовал в 100 копиях протеина на клетку [21]. 
Учитывая, что клетка Saccharomyces cerevisiae 
составляет примерно 30 мкм3 (~3×10-14 л) [82], 
предел обнаружения одного протеина в клет-
ке соответствует концентрации 10-8 М. Пять 
лет спустя, группа под руководством Манна 
с использованием комбинированного подхода 
на базе Orbitrap/MudPIT идентифицировала 
10000 протеинов в клеточных лизатах: миозин 
5B (NeXtProt NX_Q9ULV0) был обнаружен на 
уровне примерно пяти копий на 1 клетку HeLa, 
что соответствует концентрации 5×10‑13 М [14]. 
Зависимость количества идентифицирован-
ных протеинов от технологии пробоподготов-
ки наблюдается также в протеомных экспери-
ментах, выполненных по стратегии «top-down» 
[23, 24].

Вышеприведенные примеры показывают, 
что разделение протеинов является решаю-
щим фактором для проведения панорамных 
протеомных исследований, но при этом в на-
стоящее время только 70% основных (мастер-
ных) протеинов могут быть определены на 
протеомном уровне с использованием масс-
спектрометрических подходов [1]; масштабное 
разделение увеличивает расход биоматериала, 
приводя к неизбежной потере аналитов. Аль-
тернативный подход к повышению чувстви-
тельности MS основан на таргетных (целевых) 
методах.

Таргетная (целевая) протеомика

Предварительная информация для ППЧ 
может быть получена с использованием тех-
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нологии MudPIT; детальная каталогизация 
протеома (последовательный анализ протеи
нов каждого гена) проводится с помощью 
таргетной (целевой) масс-спектрометрии [3]. 
Таргетный подход, основанный на масс-
спектрометрическом методе мониторинга мно-
жественных реакций (МРМ), обеспечивает 
чувствительность до 10‑14 М, позволяя обнару-
жить десятки протеиновых копий в дрожжевой 
клетке [25]. 47 различных протеинов в концен-
трации 1 мкг/мл (10-9 М) были обнаружены в 
плазме с помощью мультиплексного МРМ 
[26]. Группе под руководством Карра удалось 
достичь предела чувствительности до 1 нг/мл 
(10-12 М) с использованием меток стабильными 
изотопами (SID) и МРМ идентификации про-
теинов, добавленных в плазму крови человека 
[27]. Эта же группа применила метод МРМ для 
количественного определения среднекопийных 
протеиновых маркеров повреждения миокарда, 
в том числе тропонинов [28]. Whiteaker с кол-
легами использовали антипептидные антитела, 
чтобы достичь предела обнаружения 10-12 M на 
10 мкл плазмы и показали, что предел обна-
ружения в 10-15 M (пг/мл) возможен при обо-
гащении пептидов из больших объемов плазмы 
(1 мл) [30]. Хотя метод SID-МРМ развивался 
как метод количественного анализа, он может 
быть использован и для выявления модифици-
рованных протеинов в биологических образцах 
[31]. 

Начиная с измерения нескольких пептид-
ных аналитов, таргетный подход быстро раз-
вивается. Сегодня компания Biognosys (Цю-
рих, Швейцария) предлагает количественный 
анализ 100 протеинов в одном МРМ-методе, 
оптимизируя время удерживания протеотипи-
ческих пептидов [83]. Данная компания оказы-
вает содействие хранилищу МРМ данных [84], 
которые могут быть использованы для выбора 
так называемых «чрезвычайно успешных» (т.е. 
подходящих для MS) синтетических пептидов, 
чтобы разработать МРМ-метод для анализа 
таргетных протеинов. Это достижение пока-
зывает, что потенциал МРМ-метода далеко не 
исчерпан и его применение может обеспечить, 
фактически, неограниченные возможности для 
ППЧ.

Поскольку экспериментальный этап хро-
мосомоцентричной части ПЧЧ связан с выяв-
лением мастерных протеинов, то метод МРМ 
может быть применен для выявления одного 
за другим протеинов в биологическом образце 
[33]. При таком подходе используются методы 
биоинформатики для разработки in silico спи-
ска переходов, которые выбираются в качестве 

пиков с высоким уровнем ответа и воспро-
изводимости из перечня MS/MS фрагментов 
для исследуемого протеотипического пепти-
да [26, 34]. Исходные переходы применяются 
для анализа биопробы в статическом режиме 
МРМ с использованием трех- и четырех-LC/
MS. Оценка измерений может проводиться с 
использованием автоматизированных стати-
стических инструментов [35], а идентифика-
ция пептида основана на значительном со-
впадении между списком исходных переходов 
и спектрами образцов [85]. Повторение стати-
ческих экспериментов МРМ для нескольких 
(от двух до пяти) протеотипических пептидов 
протеина позволяет компилировать несколько 
групп переходов с соответствующими време-
нами удерживания в протеинспецифический 
динамический МРМ-метод. Эти белокспе-
цифические переходы затем объединяются в 
мультиплексный анализ и проверяются с при-
менением биопробы, которая уже использова-
лась для разработки отдельных методов.

Преодоление термодинамического барьера 
с использованием необратимого связывания

В нашей лаборатории МРМ использовали 
для определения протеотипических пептидов, 
закодированных 18-й хромосомой немодифи-
цированных протеинов в плазме крови, печени 
и экстрактах клеток линии HepG2 [36]. В на-
стоящее время детектировано около 80% ма-
стерных протеинов, кодируемых на этой хро-
мосоме [86] при пределе обнаружения 10-15 M.

В нашем подходе мы исходим из предпо-
ложения, что протеомные технологии ограни-
чены обнаружением миллионов (в лучшем слу-
чае, тысяч) копий протеинов в биологическом 
материале. Теоретически успех в протеомике 
будет достигнут только тогда, когда концен-
трационный предел обнаружения понизится 
до уровня обнаружения одной молекулы в 1 л 
биоматериала (10-24 М), достигая обратного 
числа Авогадро (одна молекула на 1 л раство-
ра) [16]. Предполагалось, что чувствительность 
детектирования протеина может быть увели-
чена с помощью необратимого химического 
связывания протеинов из больших объемов 
биоматериала. В серии экспериментов с при-
менением атомно-силовой микроскопии и с 
использованием химического фишинга анали-
та с фотоактивированными антителами, нам 
удалось достичь уровня детекции 10-16 М про-
тив уровня 10‑12 M, который наблюдается при 
обратимом связывании [37]. Дальнейшие экс-
перименты показали, что необратимое связы-
вание протеинов с гранулами BrCN-сефарозы, 
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позволяет регистрировать протеотипические 
пептиды добавленных протеинов до уровня 
концентрации – 10-18 М, т. е. одна копия про-
теина в 1 мкл плазмы крови.

Для решения проблем чувствительности и 
успешной реализации ППЧ необходимо опи-
раться на исследования транскриптома, в ко-
торых результаты выражаются не в единицах 
концентрации, а в количествах копий мРНК 
[38, 39]. Работая в диапазоне сверхнизких 
концентраций, удобно оперировать копиями 
протеина, а не концентрациями, так как это 
позволяет сравнить результаты транскриптом-
ных и протеомных экспериментов [40]. Хотя 
концентрации протеина являются общеприня-
тыми в протеомике [41], при чувствительности 
в моль/л, соответствующее количество копий 
протеина может быть легко подсчитано как 
произведение LOD×V/ NRA, при объеме об-
разца, V, и LOD – чувствительности метода из-
мерения, NRA-обратное число Авогадро, ~10‑24 
[16]. Например, концентрация 10-18 M соответ-
ствует одной молекуле протеина в 1 мкл, тогда 
как такая же концентрация в HepG2-клетке с 
объемом 10-13 л (каждая клетка имеет диаметр 
~ 8 мкм) [42], приравнивается к 10-7 молекул в 
клетке, т. е. одна молекула протеина на 10 мил-
лиардов клеток. Поскольку одна копия протеи-
на в объеме HepG2-клетки соответствует кон-
центрации 10-13 М, достигаемой современными 
масс-спектрометрическими методами, то для 
клеточной протеомики дальнейшее повышение 
чувствительности не требуется. Эта гипотеза 
была бы верна, если бы в масс-спектрометр 
можно было загрузить одну клетку; в реально-
сти требуются тысячи и даже миллиарды кле-
ток для получения протеинов в количествах, 
достаточных для масс-спектрометрических из-
мерений. В обычном исследовании с использо-
ванием двумерного электрофореза Zappacosta с 
коллегами показали, что необходимо минимум 
200 фмолей протеина (2×108 клеток для детек-
ции протеина, присутствующего в 100 копиях/
клетку) [43]. Для исследования протеома од-
ной клетки, необходимо достичь чувствитель-
ности уровня одной молекулы протеина на 
десятки тысяч или даже миллионов клеток. 
Такая чувствительность позволяет произвести 
инвентаризацию протеома отдельного органа, 
например: 1 г печени содержит 129 миллионов 
клеток [44], поэтому одна копия протеина на 
10 миллионов клеток нередкое явление в мас-
штабе органа.

В завершение обсуждения чувствитель-
ности протеомных методов, следует отметить, 
что число видов протеинов, присутствующих 
в конкретном клеточном материале и биоло-

гических жидкостях, остается неизвестным. 
В клетке предполагается понижение динами-
ческого диапазона концентраций протеина, 
в противоположность плазме крови, которая 
имеет исключительный динамический диапа-
зон – более 10 порядков [17]. Высокий дина-
мический диапазон означает, что плазма пред-
ставляет собой сложную смесь разнообразных 
протеинов из различных тканей и клеток [45]. 
При том, что любой протеин теоретически мо-
жет присутствовать в плазме, эксперименталь-
но в ней обнаружено всего несколько тысяч 
протеинов [46]. Мы сообщали об эксперимен-
тальном подходе к оценке числа видов протеи
нов, присутствующих в плазме [37], согласно 
которому протеины в биопробе разделялись 
2D-электрофорезом и визуализировались окра-
шиванием различной чувствительности в диа-
пазоне от 10-6 до 10-12 M. Используя этот метод, 
подсчитано, что протеом плазмы теоретически 
состоит примерно из 106 различных типов про-
теинов.

Отсутствие «золотого стандарта»

Соответствие между чувствительностью 
аналитического метода и количеством детек-
тируемых протеинов является основой для 
разработки нового подхода к протеомной стан-
дартизации. На основании экспертной оценки, 
хромосомо-центричная парадигма (по крайней 
мере на первом этапе) позволит обойти проб
лему низкой воспроизводимости и ошибочных 
идентификаций протеина.

Традиционно проблема стандартизации в 
протеомике основывается на нескольких оче-
видных соображениях [13, 47]. В соответствии 
с концепцией масштабирования протеомики 
для сохранения воспроизводимости и чув-
ствительности необходимо руководствоваться 
стандартными рабочими процедурами (standart 
operating procedures – SOP) и преаналитиче-
ским контролем процессов [48]. SOP должны 
объединить отбор образцов и условия хране-
ния клинических образцов. Например, для 
спинномозговой жидкости была показана су-
щественная потеря всех А-β пептидов при за-
мораживании образцов [49]. Стандартизация 
образцов ткани, полученных посмертно или с 
помощью биопсии, является еще более слож-
ной задачей, поскольку изменения в ткани мо-
гут происходить уже через 20 мин после забора 
образца. Для решения проблемы изменчивости 
тканей, Espina и Muller предложили универ-
сальный фиксирующий раствор для стабили-
зации и сохранения протеинов, нуклеиновых 
кислот и тканевой структуры [50].
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Сильная вариабельность наблюдается и 
при аналитическом этапе обработки образцов, 
где для достижения более высокой чувстви-
тельности и увеличения покрытия протеома 
исследователи изменяют уже опубликованные 
протоколы. Влияние пробоподготовки, пре-
фракционирования, хроматографии и методов 
MS при анализе образцов ткани и клеточных 
лизатов были рассмотрены в работе Altelaar и 
Heck [51]. Использование сортировки флуорес-
центно активированных клеток, лазерной ми-
кродиссекции, предварительного разделения 
методом SDS-PAGE и прямого LC-MS анализа 
в эксперименте позволяет варьировать такими 
параметрами как необходимое количество био-
материала и число обнаруженных протеинов. 
В зависимости от применяемого протеомного 
метода и от количества обработанного биома-
териала, число идентифицируемых протеинов 
изменилось с 1006 до 6664 видов (протеина).

Таргетные методы на базе MRM (multiple 
reaction monitoring) обладают высокой вос-
производимостью, что существенно облегчает 
решение вопроса стандартизации их приме-
нения. В национальном институте рака (Ме-
риленд, США), было проведено исследование 
«Multilab», целью которого являлась оценка 
воспроизводимости и надежности SID-MRM-
МС метода для определения количества пепти-
дов и протеинов в плазме человека [52]. Семь 
различных протеинов использовались в каче-
стве добавленных зондов в девяти концентра-
циях; каждая концентрация зонда измерялась 
в трех технических повторностях. Внутри- и 
межлабораторная изменчивость результатов 
измерений оценивалась по коэффициенту ва-
риации (CV) со значением ниже 25%. На осно-
ве полученных результатов приведенного ис-
следования был сделан вывод, что таргетный 
подход обеспечивает выполнение воспроизво-
димого измерения протеинов, присутствую-
щих в концентрациях от высоких до средних 
(выше 10-8 М) в нефракционированной плазме 
с линейным динамическим диапазоном в три 
порядка. Однако, несмотря на последующий 
строгий SOP, несколько сигнатур пептидов не 
были обнаружены в MRM-анализе, указывая 
на то, что этот метод (как и другие) зависит от 
обработки проб, включая фракционирование, 
обессоливание и неполное ферментативное 
расщепление [52].

Различия в MS/MS поисковых алгорит-
мах и базах данных аминокислотных после-
довательностей являются источником общих 
несоответствий в перечне идентификаций 
протеинов. В сравнительном исследовании 

оценивались пять наиболее популярных алго-
ритмов поиска MS/MS спектров протеинов в 
плазме крови с ипользованием лабораторного 
справочно-информационного фонда (СИФ) 
против базы данных последовательности 
Международного индекса протеина (IPI) [53]. 
В зависимости от поискового механизма, было 
обнаружено 526 пептидных идентификаций и 
лишь 335 (63%) из них были точно определены 
на основе консенсуса четырех алгоритмов, хотя 
все исходные спектры были сгенерированы в 
одной лаборатории. Последующее MultiLab ис-
следование было выполнено с использованием 
контрольного образца (эквимолярная смесь из 
20 протеинов) и MS/MS спектров, получен-
ных ведущими протеомными лабораториями 
[54]. Несмотря на относительно простую смесь 
протеинов, присутствующих в сравнительно 
высоких концентрациях (10-10–10-12 М, в за-
висимости от разведения сухих контрольных 
образцов), только семь из 27 лабораторий пра-
вильно определили все 20 протеинов. Цен-
трализованный анализ результатов позволил 
сделать вывод, что большинство лабораторий 
получают высококачественные MS данные для 
выявления всех 20 протеинов и выявленные 
несоответствия, скорее всего, вызваны разли-
чиями между алгоритмами анализа и базами 
данных.

Нестабильность базы данных последова-
тельностей является еще одним источником 
несоответствий в идентификациях протеинов, 
полученных с помощью MS. Проблема рассма-
тривалась в отношении четырех самых попу-
лярных баз данных: IPI, UniProtKB, NCBInr и 
Ensemble [55], где наибольшей стабильностью 
обладает UniProtKB, тогда как изменения 
идентификаторов протеина в IPI отмечается 
примерно в 10% случаев. 

Основной пример использования стандар-
тизации можно наблюдать в проекте ПППЧ 
(Проект «Протеом плазмы крови человека»), 
в рамках которого был разработан подход для 
решения проблем, возникающих при сборе, 
интеграции, анализе и распространении полу-
ченных данных во всем мире [56]. Суть данно-
го подхода состоит в развитии модели данных, 
инструктирующих выполнение принятых ре-
комендаций для получения и дальнейшей пуб
ликации данных идентификации пептидов и 
протеинов [57]. В соответствии с моделью дан-
ных был создан репозиторий, удовлетворяю
щий конкретным требованиям проекта. Такое 
строгое управление данными в результате по-
зволило получить в рамках ПППЧ список из 
3024 многопептидных идентификаций протеи

Biochemistry and Biotechnology for Modern Medicine



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2013, т. 85, № 6 13

нов в плазме крови человека, который стал 
справочником для различных типов анализа 
[58]. 

Наработки ПППЧ и результаты исследо-
вания опытного образца, полученные груп-
пой под руководством Bell, рекомендованного 
HUPO, показывают, что стандартизация мо-
жет стать «узким местом» для ППЧ [46, 54]. По 
нашему мнению, участники международного 
проекта ППЧ должны сосредоточиться на ре-
шении проблемы стандартизации, используя 
имеющиеся возможности протеома [59], а не 
стандартизируя методы исследования протео-
ма, как это предлагается сегодня.

Хромосомо-центричный подход дает воз-
можность пересмотреть концепцию стандарти-
зации, так как при его использовании следует 
учитывать только чувствительность аналити-
ческого метода и общее количество протеина, 
взятого для анализа из биологического образ-
ца. Данные, представленные в работе Арчакова 
с соавт. [37] для 2DE, позволили нам предло-
жить следующую формулу (см. дополнитель-
ные данные 3), выражающую число протеино-
вых видов в образце (N) как функцию двух 
параметров: LOD (limit of detection) и количе-
ство протеина в пробе (Q), введенные для вы-
полнения аналитической процедуры; выглядят 
следующим образом: 

,                                        (1)

где коэффициенты a и b зависят от типа био-
материала (например, a = 6,4×10-3 и b = 0,47 
для плазмы крови, или a = 4,3×10-5 и b = 0,79 
для HepG2 клеток). Конечно, формула также 
зависит от типа протеомной технологии.

LOD была предложена в качестве меры 
чувствительности протеомных технологий, 
выраженной в виде нижней границы опреде-
ляемой концентрации протеина [16]. На осно-
вании формулы (1), можно сделать несколько 
предположений: например, понижение LOD 
приводит к идентификации большего числа 
видов протеина, а именно:

если LOD1 < LOD2, то N1 > N2. 

В противном случае, увеличивая количе-
ство биоматериала, можно получить больше 
видов протеина: 

если Q1 > Q2, то N1 > N2.

Ожидается также, что, используя метод с 
максимальным физически релевантным LOD 
(т. е. одна молекула протеина на 1 л), можно 
рассчитать общее число видов протеина при 

условии отсутствия ограничений в количестве 
образца, а именно:

N → Nmax at LOD → 0 и Q → ∞.             (2)

Методы, используемые для идентифи-
кации протеинов при хромосомоцентричном 
подходе, тоже можно сравнивать, указывая 
LOD и количество протеина в образце Q. 
Мера стандартизации может быть корректно 
формализована как вероятность аналитиче-
ского метода для расшифровки N протеинов 
в определенном типе биоматериала. Точность 
эксперимента будет выражена количественно в 
виде отклонения полученного значения N от 
ожидаемого значения, рассчитанного по фор-
муле (1), учитывая значения LOD (характери-
стика аналитического канала информации) и 
Q (характеристика плана эксперимента).

Мы ожидаем, что хромосомо-центрич-
ный подход даст нам возможность рассматри-
вать проблему «золотого» стандарта под новым 
углом зрения. Например, число репрезентатив-
ных основных протеинов, кодируемых генами 
хромосомы18, в настоящее время составляет 
около 280 [60]. На начальном этапе, не следует 
сосредоточиваться на выявлении всех протеи-
нов, кодируемых хромосомой, поскольку не все 
последовательности экспрессируются и чув-
ствительность современных методов ограни-
чена [16, 41]. При использовании стандартных 
аналитических методов (на основе использо-
вания антител/MS-технологий), протокол дол-
жен обеспечивать воспроизводимое детектиро-
вание в конкретном образце биоматериала, по 
крайней мере, порядка 80% протеинов, коди-
руемых определенной хромосомой.

Протеомика – ситуационная наука

Принято считать, что протеом здорового 
человека динамически изменяется с течением 
времени. На основании этого можно предполо-
жить зависимость результатов экспериментов, 
как правило, от внешних факторов, влияющих 
на субъект исследования [47]. Удивительно, 
но до настоящего времени систематические 
протеомные исследования для подтверждения 
степени индивидуальных вариаций уровня 
протеина в плазме крови или в тканях чело-
века – не проводились. Идея индивидуальной 
изменчивости протеома была заимствована из 
молекулярной физиологии и спортивной ме-
дицины, где изучался ответ здоровых людей, 
испытуемых на внешние раздражители. Боль-
шинство выводов было сделано по результатам 
исследований регуляторных молекул: измене-
ния цистатионина плазмы после завтрака [61], 
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изменения в системе фактора I роста инсулина 
в условиях острого дефицита энергии [62], из-
менения в моделях подкласса липопротеинов 
низкой плотности после диеты с пониженным 
содержанием жира у мужчин [63] и многие 
другие. В исследованиях, связанных с измере-
нием одиночного протеина плазмы – трансти-
ретина, было показано, что его уровень может 
измениться в ответ на 30-минутное воздей-
ствие высокочастотного электромагнитного 
поля, создаваемого сотовыми телефонами [64]. 
Однако авторы согласились с тем, что наблю-
даемые изменения в уровне протеинов плазмы 
также могли быть вызваны стрессом, который 
добровольцы испытали во время забора крови. 
Изучение влияния микрогравитации на здо-
ровых добровольцев, показал удвоение уровня 
экспрессии β2-интегринов в нейтрофилах пе-
риферической крови через 65 дней после по-
ложения тела головой вниз, а после окончания 
гипокинезии – вернулся к исходному уровню 
[65]. Степень экспрессии протеина в ткани 
тоже может меняться: например, уровень опре-
деленных протеинов, полученных из пинеаль-
ной железы крысы показывал более чем пяти-
кратные циркадные изменения [66]. С другой 
стороны, результаты высокопроизводительных 
LC-MS/MS экспериментов на мышах не пока-
зали существенных различий в протеоме моз-
га, обусловленных старением [67]. 

Немногие имеющиеся факты об изме-
нениях транскриптома отдельного человека 
предполагают соответствующую динамичность 
протеома. Данных об мультипротеиновых ис-
следованиях изменений протеома у млекопи-
тающих опубликовано немного. На основании 
обзора исследований с применением 2-DE 
для анализа плазмы крови, был сделан вы-
вод, что изменения яркости светового пятна в 
здоровой контрольной группе сопоставимы с 
изменением при болезни в сравнении с кон-
трольной оценкой [69]. Corzett с соавт. изучи-
ли изменения протеома плазмы крови человека 
с использованием 2-D DIGE и отметили, что 
CV изменялся от 10 до 90% со средним зна-
чением 23% при субъект-объектном анализе 
и лишь 21 пятно протеинов имело CV > 50% 
[70]. Индивидуальное изменение характеризо-
валось средней CV 10%, которое сопоставимо 
с техническими изменениями по сообщению 
авторов [71].

Мета-анализ литературы выявил разницу 
на два порядка в оценке копийности протеи
нов плазмы для здоровых людей [72]. В 150 
многокопийных протеинах плазмы с диапазо-
ном концентраций от 10-3 до 10-8 М, уровень 

большинства протеинов изменялся в два–три 
раза, но при этом присутствовали и высокоди-
намичные виды, такие как лизоцим, который 
изменялся от 10-6 до 10-8 М.

Основываясь на вышесказанном, третья 
проблема ППЧ становится очевидной: протео-
мика зависит от ситуации, где только одна по-
следовательность генома может быть (условно) 
представлена в виде контекстно-независимой 
единицы. Последовательность генома являет-
ся цифровым продуктом, который может быть 
предложен человеку и, однажды предоставлен-
ный, он сохраняет свое значение на длитель-
ное время. Например, американская компа-
ния 23andMe (Калифорния, США) продвигает 
высокопилотное генотипирование отдельных 
геномов, чтобы обеспечить заказчика своевре-
менным обновлением информации, связанной 
с медицинским воздействием вновь открытых 
мутаций у населения [88].

Такой подход неприменим к протеому че-
ловека, так как невозможно получить проте-
ом в виде постоянного снимка, неизменного в 
своем значении. Вместо этого участники ППЧ 
должны сосредоточиться на разработке техно-
логии «кадрового фильма» [73]. Такой «фильм» 
будет информативен, если хромосомоцентрич-
ный подход предполагает углубленное изуче-
ние аберрантных функций, продиктованное 
полиморфизмами, мутациями, изоформами 
или модификацией состояния протеинов [13]. 
Применяя таргетный подход, при котором осо-
бое внимание уделяется ограниченному набору 
разработанных протеинов, можно будет про-
слеживать временной паттерн протеома [74].

На самом деле ожидаемая изменчивость 
протеома способствует развитию пилотной 
фазы ППЧ, так как некоторые недостающие 
протеины могут быть выявлены путем сбора 
образцов внутри и между субъектами. Про-
блему ППЧ, связанную с изменчивостью про-
теома, можно решить обычным путем, если 
начать с отбора контрольной группы лиц, тща-
тельно проверенных современными клиниче-
скими методами. Для русской части проекта 
[36], мы использовали группу здоровых добро-
вольцев, выдержавших жесткие условия аэро-
космической программы [75]. Таким способом 
можно вывести средний протеом плазмы, ха-
рактерный для «абсолютного здоровья». Аль-
тернативный подход состоит в осмотре отно-
сительно здоровых людей, не имеющих явных 
патологических показаний [71,76]. Средний 
протеом плазмы крови человека можно сум-
мировать по данным этой группы, аналогично 
многим исследованиям, включая крупномас-
штабный ПППЧ [46].
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При любом из этих подходов должна быть 
выполнена осевая выборка с использованием 
индивидуального «внутреннего контроля» [74]. 
Сканирование временных изменений позволит 
проводить более чувствительные эксперимен-
ты, которые могут привести к открытию био-
маркеров более эффективно, чем при простом 
сравнении одиночных образцов, полученных 
при исследовании групп сильно непохожих 
людей [73, 76]. С развитием MRM методов для 
нефракционированной плазмы [52] мульти-
плексный анализ протеинов-мишеней будет 
методом выбора для исследования изменчиво-
сти протеома при достаточно высоком уровне 
чувствительности.

Итак, три проблемы – «узкие места» в 
протеомных технологиях, а именно: чувстви-
тельность, отсутствие «золотого стандарта» и 
динамичность в копийности протеинов, долж-
ны быть решены в рамках реализации ППЧ. 
В зависимости от успехов в преодолении этих 
«узких мест», выполнение ППЧ позволит вне-
сти существенный практический вклад в раз-
витие медицины.

Работа выполнена в рамках программы 
«Протеом человека» Российской академии меди-
цинских наук при поддержке Министерства об-
разования и науки РФ (соглашение № 8274).

Хромосомоцентричний підхід 
до подолання труднощів 
у реалізації міжнародного 
проекту «Протеом людини»

А. І. Арчаков1, В. Г. Згода1, А. Т. Копилов1, 
С. Н. Нарижний1,2, А. Л. Чернобровкін1, 
Є. А. Пономаренко1, А. В. Лисиця1

1Науково-дослідний інститут біомедичної 
хімії ім. В. М. Ореховича РАМН;
2Петербурзький інститут ядерної 

фізики Національного дослідницького 
центру «Курчатовський інститут»

Міжнародний проект «Протеом людини» 
(ППЛ), який є логічним продовженням проек-
ту «Геном людини», розпочато 23 вересня 2010 
року. Згідно з геноцентричним підходом ме-
тою ППЛ є підготовка каталогу всіх протеїнів 
людини і розшифрування шляхів їх взаємодії. 
Труднощі реалізації ППЧ виникають внаслідок 
того, що сам об’єкт дослідження – протеом – 
набагато складніше геному. Головною проб
лемою є недостатня чутливість протеомних 
методів, яка не дозволяє детектувати низь-
ко- і ультранизькокопірувальні протеїни. По-

гане відтворювання протеомних методів і 
відсутність так званого «золотого стандарту» 
є другою основною складністю в реалізації 
ППЛ. Третя проблема – це динамічний ха-
рактер протеома, його нестабільність у часі. 
У статті розглядаються можливі варіанти по-
долання цих складностей, які є перепоною 
успішному виконанню ППЛ.

К л ю ч о в і  с л о в а: проект «Геном лю-
дини», проект «Протеом людини», межа 
чутливості, мас-спектрометричний метод 
моніторингу множинних реакцій.

Chromosomocentric approach 
to overcoming difficulties 
in implementation of 
international project Human 
Proteome

A. I. Archakov1, V. G. Zgoda1, A. T. Kopylov1, 
S. N. Naryzhny1,2, A. L. Chernobrovkin1, 
E. A. Ponomarenko1, A. V. Lisitsa1
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The international project Human Proteome 
(PHP), being a logical continuation of the pro-
ject Human Genome, was started on September 23, 
2010. In correspondence with the genocentric ap-
proach, the PHP aim is to prepare a catalogue 
of all human proteins and to decipher a network 
of their interactions. The PHP implementation 
difficulties arise because the research subject it-
self – proteome – is much more complicated than 
genome. The major problem is the insufficient sen-
sitivity of proteome methods that does not allow 
detecting low- and ultralow-copy proteins. Bad re-
producibility of proteome methods and the lack of 
so-called «gold standard» is the second major com-
plicacy in PHP implementation. The third problem 
is the dynamic character of proteome, its instabili
ty in time. The paper deals with possible variants 
of overcoming these complicacies, preventing from 
successful implementation of PHP.

K e y  w o r d s: project Human Genome, 
project Human Proteome, sensitivity limit, mass-
spectrometric method of monitoring of multiple 
responses.
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