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Цель исследования — изучение совокупности белков (протеома) ткани эндометрия и поиск специфических белков-маркеров 
процессов канцерогенеза.

Материалы и методы. Образцы ткани были получены с помощью пайпель-биопсии эндометрия у женщин с хроническим 
эндометритом. Данные образцы гомогенизировали и проводили электрофорез белков в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия по методу Лэмли. Выделенные фракции белков различной молекулярной массы подвергали трипси-
нолизу по стандартной методике с использованием модифицированного трипсина. Затем полученные триптические пептиды 
разделяли и идентифицировали с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии, сопряженной с тандемной масс-
спектрометрией.

Для анализа тканеспецифической экспрессии применяли базы данных Human Protein Atlas и Tissue-Specific Gene Expression 
and Regulation.

Функциональное аннотирование белков и анализ методом концентрирования множеств генов выполняли с использованием 
биоинформатического ресурса The database for annotation, Visualization and Integrated discovery.

Результаты. Из полученных образцов ткани эндометрия методом тандемной масс-спектрометрии идентифицированы 
103 белка. Анализ тканеспецифичности показал, что 83 белка экспрессируются в тканях женской репродуктивной системы. 
Функциональное аннотирование с последующей кластеризацией выявило, что 51 белок (49,5% от идентифицированных) ко-
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дируется генами, дифференциально экспрессирующимися в культурах клеток женской репродуктивной системы. При этом 
выявлено 4 группы белков, характерных как для различных типов опухолевых клеток (серозная аденокарцинома яичника, 
цистаденома яичника иммортализованная, карцинома яичника), так и для иммортализованного нормального поверхностного 
эпителия яичника.

Заключение. Проведена идентификация белков ткани эндометрия с применением клинического протеомного исследования. 
Биоинформатический подход позволил выделить функциональные группы белков исходя из их потенциальной вовлеченности в 
процессы канцерогенеза. Полученные данные могут служить отправной точкой дальнейших углубленных исследований эндоме-
трия с использованием протеомного подхода, а также других OMICS-технологий. Последующее применение биоинформатических 
методов анализа позволит выявить молекулярные механизмы взаимосвязи воспалительного процесса и возникновения малигниза-
ции клеток тканей эндометрия.

Ключевые слова: хронический эндометрит; тандемная масс-спектрометрия; функциональный кластеринг; тканеспецифичная 
экспрессия.
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The aim of the study is to analyze the entire set of proteins (proteome) expressed in the endometrial tissue and to identify protein 
markers specific for carcinogenesis.

Materials and Methods. Tissue samples were obtained using endometrial pipelle biopsy in women with chronic endometritis. After 
homogenization the samples were subjected to protein electrophoresis in polyacrylamide gel in the presence of sodium dodecyl sulfate 
according to the Lamley method. The proteins separated according to their molecular weights were digested by modified trypsin using the 

Исследование протеома эндометрия в клинических образцах



52   СТМ ∫ 2019 ∫ том 11 ∫ №2

 биотехнологии 

standard method. Obtained tryptic peptides were analyzed and identified by high-performance liquid chromatography coupled with tandem 
mass spectrometry.

The Human Protein Atlas and Tissue-Specific Gene Expression and Regulation databases were used to analyze the tissue-specific 
protein expression.

Functional protein annotation and gene set enrichment analysis were performed using the Database for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery bioinformatics resource. 

Results. In the obtained endometrial tissue samples, 103 proteins were identified by tandem mass spectrometry. Analysis of tissue 
specificity showed that 83 proteins were expressed in the tissues of the female reproductive system. Functional annotation followed by 
clustering revealed that 51 proteins (49.5% of the identified ones) were encoded by the genes differentially expressed in cell cultures of 
the female reproductive organs. Along with that, 4 groups of proteins were expressed both in tumors (serous ovarian adenocarcinoma, 
immortalized ovarian cystadenoma, ovarian carcinoma) and in the immortalized normal ovarian surface epithelium.

Conclusion. Endometrial tissue proteins were identified using a clinical proteomic analysis. The bioinformatic approach allowed us to 
annotate the functional clusters of the identified proteins based on their potential involvement in carcinogenesis. The obtained data can serve 
as the starting point for further in-depth studies of the endometrium using the proteomic approach, as well as other OMICS technologies. 
Subsequent application of bioinformatic tools will allow revealing of molecular mechanisms of relationship between inflammation and 
endometrium tissue malignant transformation.

Key words: chronic endometritis; tandem mass spectrometry; functional clustering; tissue-specific expression.

Введение

Нарушение фертильности женщин, включая при-
вычное невынашивание и бесплодие, а также неудач-
ные попытки экстракорпорального оплодотворения 
и эмбриотрансфера часто являются следствием хро-
нических воспалительных процессов в матке (хро-
нического эндометрита — частой патологии женщин 
репродуктивного возраста). Это заболевание про-
текает скрыто, не имеет специфических симптомов, 
что не позволяет использовать классические ди-
агностические методы для его обнаружения [1–4]. 
Гистероскопия и морфологическое исследование тка-
ни являются «золотым стандартом» в оценке структу-
ры полости матки и эндометрия, однако их возможно-
сти в диагностике начальных признаков заболевания 
ограничены тканевым разрешением. Например, ги-
стероскопия, основанная на макроскопической оцен-
ке, позволяет обнаружить хронический эндометрит 
только в 35–40% случаев. В связи с этим клиницисты 
нуждаются в альтернативных, информативных и без-
опасных диагностических методах исследования та-
кой чувствительной к внешним воздействиям ткани, 
как эндометрий [5, 6]. 

В настоящее время доказана вероятность участия 
хронического эндометрита в патогенезе рака эндоме-
трия путем метилирования генов-супрессоров опухо-
левого роста, а также за счет модификации местного 
иммунного и системного воспалительного ответа, хотя 
величина этой вероятности в настоящее время точно 
не определена [7]. Молекулярные и патогенетические 
механизмы возникновения этой взаимосвязи освеща-
ются в мировой литературе крайне скудно, в основном 
показан возможный механизм малигнизации за счет 
формирования очаговой или диффузной пролифера-
ции эпителия и возникновения гиперплазии, которая 
характеризуется высокой частотой рецидивирования 
и возможностью малигнизации [8].

Все это обусловливает актуальность изучения раз-
личных аспектов патогенеза предрака эндометрия, в 
том числе и на молекулярном уровне, с целью поиска 
специфических молекулярных биомаркеров, а также 
маркеров неоангиогенеза и пролиферации. Это может 
сыграть важную роль в разработке раннего скрининго-
вого исследования тканей эндометрия для выявления 
первичных признаков малигнизации.

Известно, что воспаление является неотъемле-
мым сопутствующим признаком рака, способствую-
щим развитию и прогрессированию злокачественных 
новообразований. В последние годы в литературе 
встречается все больше доказательств роли местно-
го иммунного ответа и системного воспаления в про-
грессировании опухолей и выживании онкологических 
больных [9, 10]. Становится очевидным, что установ-
ление молекулярных взаимосвязей воспалительного 
процесса и канцерогенеза не только поможет в про-
филактике и диагностике онкологических заболева-
ний, но и расширит возможности использования новой 
таргетной терапии, вовлекающей иммунную систему 
больного. 

Протеомный подход, который основан на иденти-
фикации белков методом тандемной масс-спектро-
метрии, совмещенной с высокоэффективной жид-
костной хроматографией (ВЭЖХ–МС/МС), отвечает 
большинству критериев, предъявляемых к «поиско-
вому» анализу клинических образцов. ВЭЖХ–МС/МС 
используется для широкомасштабной качественной 
идентификации белков в биологических образцах и 
характеризуется мультиплексностью в пределах со-
тен индивидуальных белков в одном образце, чув-
ствительностью на уровне пико- и фемтомолей от-
дельного белка и динамическим диапазоном 4–6-го 
порядков, что примерно соответствует концентраци-
онному диапазону белков в тканях человека. В на-
стоящее время протеомный подход к исследованию 
эндометрия используется в клинической медицине 
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при изучении не только эндометриоза [11], но и рака 
эндометрия [12], бесплодия [13] и изменений, инду-
цированных беременностью [14].

OMICS-технологии отличаются от других молеку-
лярно-биологических методов количественными и 
качественными особенностями получаемых данных. 
Как правило, это глобальные (как в случае геномных 
и транскриптомных исследований) или локальные 
(типичные для протеомики) совокупности биома-
кромолекул одной природы (ДНК, мРНК или белков 
соответственно). Для описания подобного «молеку-
лярного фенотипа» геномные и постгеномные техно-
логии используют компьютерный анализ полученных 
результатов.

В основе системной оценки OMICS-данных лежит 
концепция, согласно которой: а) в наборе идентифи-
цированных генов или их продуктов (мРНК, белков) 
заключена существенная биологическая информа-
ция; б) каждый из элементов живой системы выполня-
ет свою функцию во взаимосвязи со специфическим 
набором других элементов. Соответственно, целью 
большинства методов интерпретации OMICS-данных 
является аннотация (т.е. присвоение функциональной 
характеристики) отдельных биомакромолекул с после-
дующей реконструкцией значимых взаимодействий 
между ними. Вычислительный инструментарий геном-
ных и постгеномных технологий использует все мно-
гообразие имеющейся биологической информации, 
полученной экспериментальными методами и депо-
нированной в систематизированных публичных базах 
данных. Следует отметить, что практически всегда ин-
терпретация OMICS-данных носит предсказательный 
характер и базируется на специально разработанных 
методах статистического анализа.

Самым распространенным вычислительным подхо-
дом в данной области является метод, именуемый кон-
центрированием множеств генов (gene set enrichment 
analysis, GSEA) [15]. Принцип кластерного анализа 
совокупностей биомакромолекул, лежащий в основе 
GSEA, дает возможность адаптировать данный метод 
к особенностям конкретных OMICS-технологий.

Следует, тем не менее, подчеркнуть, что именно 
стадия обобщения и анализа данных является на се-
годня «узким местом», существенно ограничивающим 
научную и практическую ценность транскриптомных и 
протеомных исследований. Вследствие этого оптими-
зация методов системного анализа и интерпретации 
данных OMISC-исследований — одна из актуальных 
задач.

Данная работа является пилотным исследованием, 
направленным на разведывательный поиск возможных 
белков-маркеров малигнизации в тканях у женщин с 
клинически подтвержденным хроническим эндометри-
том с применением масс-спектрометрической иденти-
фикации белков в образцах эндометрия и дальнейшим 
биоинформатическим анализом. С этой целью исполь-
зовали различные подходы к оценке тканеспецифич-
ности выявленных белков, а также кластерный анализ 

с выбором оптимального параметра для метода кон-
центрирования множеств генов.

Материалы и методы
Исследование включало пациенток репродуктивно-

го возраста с гистологически подтвержденным диаг-
нозом «хронический эндометрит». Все они дали свое 
предварительное информированное согласие. Работа 
была проведена в соответствии с Хельсинкской де-
кларацией (2013) и одобрена Этическим комитетом 
Приволжского исследовательского медицинского уни-
верситета.

Всем пациенткам была выполнена пайпель-биоп-
сия эндометрия с последующим помещением тканей в 
буферный раствор. Образцы ткани гомогенизировали, 
после чего проводили электрофорез белков в поли-
акриламидном геле в присутствии додецилсульфата 
натрия по методу Лэмли. После электрофоретическо-
го разделения полоса геля разрезалась, полученные 
фракции белков различной молекулярной массы под-
вергались трипсинолизу в геле по стандартной мето-
дике с использованием модифицированного трипсина 
(Promega, США). Полученные триптические пептиды 
разделяли и идентифицировали с помощью высоко-
эффективной жидкостной хроматографии, сопряжен-
ной с тандемной масс-спектрометрией на аппарате 
Orbitrap Velos Pro (Thermo Scientific, США). Анализ 
полученных масс-спектров выполняли с помощью 
программы Mascot (Matrix Science, США). Для иден-
тификации белков использовали базу данных Uniprot 
(release 2014). 

Тканеспецифическую экспрессию анализировали с 
помощью баз данных Human protein atlas [16] и Tissue-
specific gene expression and regulation (TiGER) [17].

Функциональное аннотирование белков и анализ 
методом концентрирования множеств генов проводи-
ли с использованием биоинформатического ресурса 
The database for annotation, visualization and integrated 
discovery (DAVID v. 6.8) [18, 19].

Результаты
При исследовании гомогенатов тканей эндоме-

трия после электрофоретического разделения фрак-
ции белков различной молекулярной массы подвер-
гались трипсинолизу. Исследование триптических 
фрагментов методом ВЭЖХ–МС/МС и последующий 
анализ полученных масс-спектров позволили иден-
тифицировать в общей сложности 103 различных 
белка.

В соответствии с задачами работы для этих белков 
проведена мануальная оценка их представленности в 
различных тканях. Согласно информации в базах дан-
ных Human protein atlas и TiGER, 83 белка детектиру-
ются в тканях женской репродуктивной системы. В чи-
сле идентифицированных также представлены белки 
плазмы крови. Такой результат был ожидаем, посколь-
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ку материал биопсии эндометрия неизбежно содержит 
контаминацию кровью. 

Следует, однако, подчеркнуть, что мануальный 
анализ тканеспецифичности с использованием баз 
данных не может рассматриваться как оптимальный 
метод интерпретации результатов клинического про-
теомного исследования. Ключевым недостатком яв-
ляется невозможность статистической оценки наблю-
дений. С учетом того, что подавляющее большинство 
белков представлено в разных тканях в различной 
концентрации, практическая значимость данного под-
хода крайне невелика.

На следующем этапе исследования для функ-
ционального аннотирования белков, идентифици-
рованных в образцах эндометрия, были использо-
ваны возможности биоинформатического ресурса 
DAVID (v. 6.8). Список белков был проанализирован 
методом концентрирования множеств генов (GSEA) 
со стандартными параметрами кластеризации. 
Полученные результаты, к сожалению, оказались 
малоинформативными, поскольку белки были объ-
единены в группы с низкой функциональной спе-
цифичностью: микрочастицы крови (GO:0072562), 
белки межклеточного пространства (GO:0005615), 

Результаты функциональной кластеризации белков, идентифицированных в образцах эндометрия

Признак  
кластеризации

Идентификатор  
SAGE

Количество  
белков (генов)  

в кластере
P-value / 

benjamini
Фактор  

обогащения 
кластера

Аббревиатура гена,  
кодирующего белок*

Серозная 
аденокарцинома  
яичника

SAGE_Ovary_
adenocarcinoma_ 
B_OVT-7

26 1,4·10–6/ 
3,5·10–5

5.82 ATP5B; CNDP2; RAB13; ALDOA; ANXA11; ANXA2; CLIC1; 
C3; C4A; GSTP1; HMGB1P1; IGHG1; IGHG2; IGHG3; 
IGHG4; IGHM; IGKC; IGLC2; PRDX6; PYGB; P4HB; 
SERPINF1; TXNDC5; TALDO1; TGM2; UBA1

Цистаденома яичника 
иммортализованная

SAGE_Ovary_
cystadenoma_ 
CL_ML10-10

30 2,9·10–6/ 
6,3·10–5

4.55

ATP5B; GNAI2;  IQGAP1; RAB13; SET; ALDOA; ANXA11; 
ANXA2; ANXA5; CLIC1; CFL1; FLNA; GSTP1; GAPDH; 
HNRNPD; HMGB1P1; HYOU1; LDHA; LDHB; MYH9; PYGB; 
PFN1; P4HB; PDIA4; PDIA6; SERPING1; TXNDC5; TPI1;  
TPP1; UBA1

Карцинома яичника SAGE_Ovary_
carcinoma_CL_ 
A2780

28 5,0·10–4/ 
2,5·10–3

ATP5B; CNDP2; RAB13; SET; ALDOA; ANXA2; CLIC1;  
CFL1; ENO1; GSTP1; HBB; HNRNPD; HMGB1P1; HYOU1; 
LDHA; LDHB; NEFH; PPIB; PRDX6; PFN1; P4HB; PDIA4; 
PPA1; SERPINF1; SERPING1; TXNDC5; TPI1; UBA1

Нормальный 
поверхностный 
эпителий яичника 
иммортализованный

SAGE_Ovary_ 
normal_CL_IO_
SE29EC-11

21 1,3·10–2/ 
3,4·10–2

ATP5B; IQGAP1; RAB13; SET; ALDOA; ANXA2; CP; FLNA; 
GPI; GSTP1; GAPDH; HMGB1P1; LDHA; MYH9; PGK1; 
P4HB; SERPING1; TKT; TPI1; TPP1; UBA1

*Расшифровка аббревиатур генов в соответствии с общепринятым наименованием белков (для 51 белка, представ-
ленного в таблице):
ALDOA — альдолаза, фруктозо-бисфосфат А; ANXA11 — аннексин А11; ANXA2 — аннексин А2; АNXA5 — аннек-
син А5; ATP5B — АТФ-синтаза (H+-транспортный митохондриальный комплекс F1, бета-полипептид); CP — церуло-
плазмин; CLIC1 — хлоридный внутриклеточный канал; CNDP2 — CNDP-дипептидаза 2, семейство металлопептидаз 
М20; CFL1 — кофилин 1; C3 — компонент системы комплемента C3; C4A — компонент системы комплемента C4A 
(Rodgers blood group); ENO1 — енолаза 1; FLNA — филамин A; GNAI2 — альфа-i2-субъединица G-белка; GPI — глю-
козо-6-фосфат изомераза; GSTP1 — глутатион-S-трансфераза P1; GAPDH — глицеральдегид-3-фосфат дегидрогена-
за; HBB — гемоглобин, бета-субъединица; HNRNPD — гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин D; HMGB1P1 — ам-
фотерин; HYOU1 — белок, активируемый гипоксией 1 (hypoxia up-regulated 1); IGHG2 — константная область тяжелой 
цепи гамма-глобулина 2 (G2m marker); IGHG3 — константная область тяжелой цепи гамма-глобулина 3 (G3m marker); 
IGHG4 — константная область тяжелой цепи гамма-глобулина 4 (G4m marker); IGHM — константная область тяжелой 
цепи гамма-глобулина µ; IGHG1 — константная область тяжелой цепи гамма-глобулина 1 (G1m marker); IGKC — кон-
стантная область легкой каппа-цепи иммуноглобулина; IGLC2 — константная область легкой каппа-цепи иммуногло-
булина 2; IQGAP1 — белок семейства активаторов гуанозинтрифосфатаз, содержащих IQ-мотивы 1; LDHA — лактат 
дегидрогеназа A; LDHB — лактат дегидрогеназа B; MYH9 — тяжелая цепь миозина; NEFH — тяжелый полипептидный 
нейрофиламент; PPIB — пептидилпролил изомераза B; PRDX6 — пероксиредоксин 6; PGK1 — фосфоглицерат ки-
наза 1; PYGB — гликоген фосфорилаза; мозговая фракция; PFN1 — профилин ; P4HB — пролил-4-гидроксилаза, 
бета-субъединица; PDIA4 — протеиндисульфидизомераза, семейство A, номер 4; PPA1 — пирофосфатаза (неорга-
ническая) 1; RAB13 — белок RAB13 онкогенного семейства белков RAS; SERPINF1 — белок серпин 1 семейства бел-
ков F; SET — ядерный протоонкоген SET; TXNDC5 — тиоредоксин-содержащий домен 5; TALDO1 — трансальдола-
за 1; TGM2 — трансглутаминаза 2; TKT — транскетолаза; TPI1 — триозо-фосфат изомераза 1; TPP1 — трипептидил 
пептидаза 1; UBA1 — активирующий фермент 1 убиквитин-подобного модификатора.
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сигнальные пептиды. Нам представляется, что та-
кой результат связан с высокой универсальностью 
ресурса DAVID. Как известно, наиболее широко 
метод GSEA применяется при исследовании диф-
ференциально экспрессирующихся генов (т.е. в 
транскриптомном анализе), что нашло отражение в 
наборе параметров, предлагаемых «по умолчанию». 
Однако следует учитывать, что транскриптомные и 
протеомные данные принципиально отличаются, как 
количественно, так и качественно. 

Вследствие этого при изменении параметров кла-
стеризации, оптимальных для анализа результатов 
масс-спектрометрической идентификации белков 
(выбор параметра CGAP_SAGE_QUARTILE (The 
cancer genome anatomy project  /  serial analysis of gene 
expression)) (см. таблицу), основным группирующим 
фактором была выбрана взаимосвязь экспрессии бел-
ков с патогенезом онкологических заболеваний жен-
ской репродуктивной системы.

Установлено, что 51 белок (49,5% от исходного спи-
ска) кодируется генами, дифференциально экспрес-
сирующимися в культурах клеток женской репродук-
тивной системы. При этом выявлено 4 группы белков, 
характерных для различных типов опухолевых клеток 
(серозная аденокарцинома яичника, цистаденома 
яичника иммортализованная, карцинома яичника) и 
для иммортализованного нормального поверхностно-
го эпителия яичника.

Эти результаты демонстрируют возможную значи-
мость перечисленных белков в развитии физиологи-
ческих и патологических процессов в клетках женской 
репродуктивной системы. Будучи пилотным проектом, 
проведенная работа является серьезной основой 
дальнейших исследований в данном направлении (на-
пример, для оценки клинической релевантности выяв-
ленной группы белков).

Заключение
При реализации пилотного проекта клинического 

протеомного исследования образцов ткани эндоме-
трия проведена идентификация белков этой ткани. 
Последующее использование биоинформатических 
методов позволило выделить функциональные группы 
белков исходя из их потенциальной вовлеченности в 
процессы канцерогенеза.

Полученные данные могут служить отправной 
точкой дальнейших углубленных исследований эн-
дометрия с использованием протеомного подхода, 
а также других OMICS-технологий. Применение би-
оинформатических методов анализа позволит выя-
вить молекулярные механизмы взаимосвязи воспа-
лительного процесса в эндометрии и возникновения 
гипер- и неоплазии слизистой оболочки полости 
матки.
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нена с использованием оборудования Центра коллек-
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