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Темпст П.

Кодированные по массе синтетические биомаркеры и мультиплексное 
мониторирование мочи: новые горизонты в мониторинге болезней

Paul Tempst. Mass-Encoded, Synthetic Biomarkers and Multiplexed Urinary Monitoring: New Frontiers in Disease Monitoring. Clinical 
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предстательной железы, о котором сообщалось в 1938 г.,  
является повышение в сыворотке активности кислой 
фосфатазы.

Обзор данных о протеоме плазмы крови челове-
ка в новейшей версии Атласа пептидов [http://www.
peptideatlas.org/] указывает на присутствие в сыворотке 
крови около 60 примерно из 570 протеаз in vivo, кото-
рые перечислены в базе данных о пептидазах MEROPS 
[http://merops.sanger.ac.uk/]. Согласно этим данным, 
протеазы составляют одно из самых многочисленных 
семейств ферментов, активность которых можно опре-
делить в крови. Основная функция протеаз состоит в 
лизисе пептидных связей; биологическая роль их весь-
ма разнообразна. Они могут принимать участие в меха-
низме патологии, в частности при раке, способствуя как 
прогрессированию болезни, так и ее подавлению. Са-
мые ранние наблюдения за активностью протеаз в крови 
и перспективы их использования для мониторинга тече-
ния болезни сделаны полстолетия назад. С тех пор по-
являются в различных журналах единичные сообщения 
о нарушении регуляции активности протеаз у больных 
раком; это, однако, не оказало существенного влияния 
на диагностический процесс в клинике.

Протеазы крови 10 лет назад приобрели «дурную 
славу», когда появились сообщения об использовании 
компонентов протеома [пептидома] сыворотки крови 
с целью диагностики рака яичников и других органов. 
Повышение и снижение концентрации связанных с бо-
лезнью белков, участков спектрограммы на платформах 
SELDI, хорошо документировано. Несмотря на это диа-
гностическое значение количественных изменений, о 
которых сообщалось в научных журналах, окончательно 
понято не было.

Позже удалось выяснить, что большая часть пеп-
тидаз сыворотки крови формирует при определении 
«гнездные группы», последовательности, которые при 
повышении активности экзопепептидаз определяют ак-
тивность реакций протеолиза. То же касается активно-
сти пептидаз в каскаде свертывания крови, деградации 
компонетоов системы комплемента; но это могут быть 
и результаты реакций протеолиза ex vivo. Все это может 
приводить к ошибочным результатам измерения, когда 
преаналитические условия не были достаточно жестко 
проконтролированы. На основе этих наблюдений раз-

В трактате о психологии науки Abraham H. Maslow 
отмечал, что если единственный инструмент, которым 
вы пользуетесь на практике, это молоток, то любая про-
блема, которую вы решаете, имеет тенденцию быть по-
хожей на гвоздь [1]. Специалистами, которые применяют 
этот принцип при решении прикладных аналитических 
задач, использовании высоких технологий, являются те, 
кто занимается разработкой специфичных биомаркеров 
болезней. В зависимости от класса молекул, которые яв-
ляются предметом исследования [нуклеиновые кислоты, 
белки или малые молекулы], методы определения био-
маркеров могут быть классифицированы как геномика, 
протеомика; зависит это от тех компонентов, которые 
вызывают диагностический интерес. Неудивительно, 
что каждая диагностическая специальность использует 
аргументацию, которая основана только на доступных 
оценках. Разительным примером теории “молоток–
гвоздь” может служить комплекс тестов протеомики, в 
котором на первый план выступает потребность опреде-
ления белков, выполняющих в клетках “всю разнообраз-
ную работу”; транскрипция же дает только общее пред-
ставление о структуре протеинов. Исследуя биомаркеры 
белков, особое внимание уделяют определению как кон-
центрации протеинов, так и посттрансляционной моди-
фикации их молекул, используя для этого методы имму-
ногистохимии, масс-спектрометрии и в меньшей мере 
функциональные, биологические различия молекул.

Перспективы применения методов протеомики для 
определения белков сыворотки крови составляют ключе-
вые критерии поисков наиболее достоверных, специфич-
ных биомаркеров болезни в течение последних десяти-
летий. Не принимая во внимание немногие ранние успе-
хи в определении таких биомаркеров, как CA125 и CEA, 
трудно говорить, что сочетание иммуногистохимия–
масс-сппектрометрия имело успех [2]. Определено это 
главным образом большими различиями в количестве 
отдельных протеинов; это существенно затрудняет об-
наружение протеинов в нано- и субнанограммовой на 
1 мл концентрации биомаркеров без предварительного 
фракционирования белков и пептидов. Эта область диа-
гностики нуждается в новых идеях или в оживлении ста-
рых, таких как исследование не концентрации, а актив-
ности белков [ферментов] – активности биомаркеров. 
Действительно, одним из самых ранних маркеров рака 
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лекулярной массой. Это позволяет обойтись без спектро-
метрического анализа и интерпретации сложной смеси 
пептидов, которая может образоваться при деградации 
субстрата экзопептидазами in vivo. Кроме того, “репор-
тер” метят стабильно меченными тяжелыми изотопами 
13С или 15N в составе аминокислотных остатков в разных 
положениях; это позволяет получить интактные пепти-
ды с идентичной массой, но с различными фрагментами, 
которые можно мониторировать с помощью тандемной 
масс-спектрометрии, технологии, именуемой “кодиро-
вание массы”. Кодированную массу можно подвергнуть 
многоплановому количественному определению, что 
сходно с технологией, которая среди специалистов из-
вестна как iTRAQ [изобарические субстраты для отно-
сительного и абсолютного количественного определе-
ния]; метод позволяет мониторировать одновременно 10 
разных субстратов.

Диагностическое значение синтетических маркеров 
и нового метода показано на экспериментальных моде-
лях рака на животных, однако предстоит долгий и труд-
ный путь, прежде чем это будет воспринято клиници-
стами и использовано для специфической диагностики 
или прогноза или как метод мониторирования рецидива 
болезни. Сложностями исследования является также 
[как и в случае исследований in vitro [4]] отсутствие ин-
формации относительно того, какие именно протеазы 
расщепляют синтетические субстраты-биомаркеры. Хо-
тя 10 субстратов, приведенных в сообщении G. Kwong и 
соавт. [6], являются мишенями для гидролиза металло-
протеиназой 9, можно сказать, что их будут гидролизо-
вать также трипсин и химотрипсин. Кодирование мас-
сы может позволить аккуратно “отщепить” протеазами 
короткие пептиды и собрать их в уникальные панели 
“пептидно-червячных” биомаркеров. Методы можно 
оптимизировать для использования в качестве высоко-
чувствительных тестов онкологических заболеваний и 
даже для диагностики специфичных форм рака.
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работаны унифицированные методы определения ак-
тивности протеаз сыворотки крови, качественно новый 
тип диагностической технологии, в которой использо-
ваны меченые субстраты пептидов и эталоны пептидов, 
устойчивые к деградации. Это позволяет провести на-
дежные количественные измерения с повышением до-
стоверности мониторирования рецидивов опухолей [4].

Определение in vitro профиля активности протеаз в 
плазме, сыворотке крови каждым из применяемых мето-
дов сопряжено с необходимостью многократного разведе-
ния ферментов до бесконечно малой концентрации белка, 
который секретируют в кровоток небольшая опухоль или 
гибнущие ткани. Почки быстро экскретируют протеазы с 
мочой, поэтому невозможно определить их наличие даже 
при использовании самых чувствительных методов ана-
лиза, включая масс-спектрометрию [5]. К тому же методы 
in vitro не всегда позволяют мониторировать активность 
протеаз, которые являются активными только будучи экс-
прессированы на поверхности опухолевых, стволовых 
клеток и в микроокружении опухоли. Недавно G. Kwong 
и соавт. сообщили о синтетических биомаркерах с коди-
рованной массой и описали новый, инновационный под-
ход к измерению активности протеаз in vivo. Это важный 
шаг к исключению указанных выше ограничений мето-
дов при определении in vitro [6].

В предложенном методе использованы синтетические 
пептиды в качестве субстратов протеолиза; к тому же они 
изначально прикреплены к носителям – наночастицам 
[“наночервям”]; вводят субстраты внутривенно. Носите-
ли доставляют пептиды к месту патологического процес-
са, будь это очаг фиброза в печени или дырчатые сосуды 
ангиогенной опухоли. Одновременно носители субстрата 
исключают возможность его выделения с мочой ранее, 
чем он будет подвергнут действию специфичных протеаз. 
Наличие свободных пептидов далее можно определить в 
моче и измерить с помощью метода масс-спектрометрии. 
Этот процесс будет в определенной мере облегчен благо-
даря концентрированию почками пептидов плазмы более 
чем на порядок и сравнительно небольшой сложности 
определения протеома/пептидома мочи. На модели ме-
тастатического колоректального рака у мышей авторы 
обнаружили опухоль размером около 150 мм3, используя 
метод введения мобилизованных субстратов – “наночер-
вей” и проведя анализ мочи. Определение же CAE в сы-
воротке крови оказалось достоверным только при опухо-
ли размером не менее 1300 мм3.

Формирование синтетических биомаркеров и техни-
ческие детали нового метода довольно сложны, однако 
авторы нашли оригинальный способ обойти те препят-
ствия, которые обусловлены физиологическими особен-
ностями функции почек. В дополнение к связыванию 
с “наночервями” расщепляемые пептидные субстраты 
связаны и с не поддающимся гидролизу переносчиком 
пептидов-субстратов; исполняли эту процедуру удлине-
ния с помощью фибринопептида. Это облегчало филь-
трацию через гломерулы нефрона пептидов, которые 
содержали D-аминокислоты, предупреждало протеолиз. 
При этом в частично гидролизованных субстратах про-
исходит образование “репортера” с фиксированной мо-
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Цифровая ПЦР как новая технология и ее потенциальный вклад  
в молекулярную диагностику

Molecular and Cell Biology, LGC Ltd., Teddington, UK [Clinical Chemistry. 2013; 59[12]: 1691-3]

Новейшее использование ПЦР – цифровая ПЦР 
[dPCR, цПЦР] – на протяжении двух десятилетий уча-
ствует в развитии химии ферментов и разработке тестов, 
придавая им замечательную прецизионность и правиль-
ность. ПЦР достигается путем выполнения предельного 
разведения ДНК в последовательность индивидуаль-
ных реакций ПЦР [или их фракций]. Предельное раз-
ведение, предшествующее разделению в реакциях нано-
проточной и эмульсионной химии, основывается на 
случайном распределении структур ДНК и том факте, 
что статистика Пуассона может быть использована для 
измерения количеств ДНК, присутствующих в данной 
пропорции в положительных подразделениях. И более 
того, этот метод работает: результаты, полученные с по-
мощью этой технологии, имеют линейный характер и 
метод способен обнаруживать и количественно оцени-
вать мельчайшие количества структур ДНК [1, 2].

Все эти результаты достижимы без калибровочной 
кривой, необходимой почти во всех других молекуляр-
ных методах точного измерения ДНК. По сравнению с 
количественной ПЦР в реальном времени [qРCR, кПЦР], 
цПЦР характеризуется как более прецизионная [3], луч-
ше обнаруживающая редкие генетические варианты [4] 
и менее чувствительная к влиянию ингибиторов [5, 6]. 
Признание этих преимуществ естественно ведет к пред-
положениям о потенциале цПЦР для молекулярной диа-
гностики.

В журнале Clinical Chemistry представлены сообще-
ния о двух исследованиях, которые демонстрируют уни-
кальное клиническое применение цПЦР для измерения 
циркулирующих внеклеточных нуклеиновых кислот.  
V. Taly и соавт. [7] провели исследование применения 
цПЦР для изучения обнаружения в плазме крови боль-
ных раком редких мутаций внеклеточных ДНК, сочетаю-
щихся с опухолями. J. Beck и соавт. [8] сообщили, что во 
внеклеточных ДНК больных после трансплантации со-
держатся поддающиеся обнаружению количества ДНК 
из пересаженных органов и что мониторирование таких 
ДНК может служить суррогатным маркером поврежде-
ния и отторжениия трансплантата. Эти статьи демонстри-
руют 2 аспекта клинического применения цПЦР, а имен-
но обнаружения редких мутаций и подсчета нуклеиновых 
кислот.

Обнаружение редких мутаций, при которых поли-
морфизм одиночных нуклеотидов присутствует среди 
преобладающего содержания последовательностей ди-
кого типа, было предметом публикации, которая ввела 
термин “цифровая ПЦР” [9]. Ограничение цПЦР для 
измерения полиморфизмов одиночных нуклеотидов 

состоит в том, что праймеры/пробы обычно также об-
наруживают последовательности дикого типа [которые 
обычно не представляют интереса], хотя и со значи-
тельно меньшей эффективностью. Ограничение может 
вести к проблеме со специфичностью в случае преоб-
ладания последовательностей дикого типа, тем самым 
ограничивая и чувствительность метода. B. Volgelstein 
и K. Kinzler [9] продемонстрировали, что процесс огра-
ничения разведения облегчает уменьшение отношения 
последовательностей дикого типа к мутантным после-
довательностям в каждой ПЦР, что приводит к улучше-
нию чувствительности метода. V. Taly и соавт. [7] оце-
нивали, действительно ли цПЦР может измерять клю-
чевые мутации, присутствующие в солидных опухолях, 
исследуя внеклеточные ДНК, происходящие из опухоли. 
Мутации в таких генах, как KRAS [гомолог вирусного 
онкогена саркомы крыс Кирстена], способны предска-
зывать реакцию на лечение, тогда как обычные методы 
генотипирования требуют инвазивной биопсии опухо-
ли. Следовательно, способность провести такое иссле-
довании в крови весьма желательна. V. Taly и соавт. [7] 
разработали метод для измерения семи мутаций в двух 
реакциях, в которых применена уникальная способность 
некоторых инструментов цПЦР к мультиплексному ис-
следованию с использованием различных концентраций 
одного и того же флюорофора. Применение этого подхо-
да мультиплексирования, который был предварительно 
иллюстрирован с экстрагируемой ДНК [10], к обычным 
клиническим образцам открывает возможность скри-
нинга многих мест в простом формате.

По сравнению с одиночными реакциями мультиплек-
сирование не только увеличивает число мишеней, изме-
ряемых в одиночных реакциях [тем самым улучшая вре-
мя исследования, стоимость и т.д.], но также уменьшает 
количество клинического материала, требуемого для 
проведения исследования множества однонуклеотидных 
полиморфизмов, путем измерения более одной мишени 
в одной реакции. Это свойство особенно важно при ис-
следовании в плазме внеклеточных ДНК, когда при всех 
различиях присутствуют примерно 1000 геномных эк-
вивалентов на 1 мл крови [11], и это позволяет в доста-
точной мере разводить пробу для анализа ДНК. J. Beck и 
соавт. [8] использовали альтернативный подход для под-
счета внеклеточных ДНК в плазме при малом насыщении 
ими путем предварительной амплификации до примене-
ния цПЦР. Как и в исследовании V. Taly и соавт., J. Beck 
и соавт. также усилили способность цПЦР измерять ми-
норные мутанты, и они использовали такие возможности 
цПЦР для измерения внеклеточных ДНК, происходящих 
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