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Цель. Отработка метода определения в моче соединений, характеризующих метаболизм ароматических 
аминокислот, потенциально диагностически значимых в оценке активности злокачественного роста.
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Введение
Злокачественные новообразования – по-преж-

нему одна из основных причин смертности в 
мире и, по прогнозам, к 2030 г. прогнозируется 
22 млн новых случаев рака и 13 млн смертей, 
связанных с этим заболеванием, ежегодно [1]. 
Детальное изучение функционирования био-
логических структур позволило добиться бо-
лее глубокого понимания механизмов развития 
рака. Однако диагностическая точность многих 
общепринятых тестов остается по-прежнему 
низкой, выполнение тестов требует забора кро-
ви или образцов ткани, поэтому исследователи 
сталкиваются с необходимостью разработки 
новых диагностических подходов, способных 
выявлять рак на ранней стадии, которая излечи-
ма. Эффективные скрининговые тесты должны 
быть неинвазивными, быстро поддающими-
ся количественной оценке, легкодоступными, 
воспроизводимыми, надежными. Липидомика 
и метаболомика в этом смысле – наиболее пер-
спективные направления исследований [2-6]. В 
2021 г. исполнилось 100 лет открытия метаболи-
ческого эффекта Варбурга, который в настоящее 
время приобрел новое звучание. Отто Варбург 
полагал, что изменения в обмене веществ – фун-
даментальная причина рака. Изменение метабо-
лического ландшафта было зафиксировано при 
многих видах рака и его метастазировании [7]. 
Поэтому анализ факторов, отражающих изме-
ненный метаболизм при злокачественном росте, 
особо актуален, в том числе для контроля эффек-
тивности лечения и выявления рецидивов. 

В настоящее время имеются лишь отдель-
ные данные о пуле ароматических аминокислот 
крови при разных стадиях злокачественных но-
вообразований. Эти данные косвенно свидетель-
ствуют о возможности использования уровней 

ароматических аминокислот или их отдельных 
метаболитов в качестве диагностических марке-
ров злокачественного роста. В то же время эти 
результаты не позволяют сделать вывод о диа-
гностической информативности уровней данных 
соединений в крови при злокачественном росте. 
Кроме того, забор крови – инвазивный метод, 
что ограничивает использование таких тестов 
для ранней диагностики. Поэтому была сделана 
попытка найти неинвазивный метод, основан-
ный на изменении метаболического ландшафта 
при злокачественном росте.

Нами получены предварительные резуль-
таты, свидетельствующие о перспективности 
применения аминокислотного анализа для ха-
рактеристики состояния метаболического гоме-
остаза при некоторых видах злокачественных 
опухолей [8, 9]. Полученные данные позволяют 
предполагать, что уровни ароматических амино-
кислот или метаболитов побочных путей их пре-
вращений могут отражать наличие и активность 
роста злокачественных клеток. Однако сравни-
тельный анализ пула метаболитов ароматиче-
ских аминокислот в норме и при разных стадиях  
и локализациях злокачественного роста, а так-
же характеристика изменений пула метаболитов 
ароматических аминокислот в динамике течения 
опухолевого процесса остаются невыясненны-
ми. Это не позволяет использовать результаты 
исследования пула данных этих метаболитов  
с диагностической целью.

Изучение взаимосвязи между важнейшими 
метаболитами обмена фенилаланина и другими 
компонентами пула свободных аминокислот до 
сих пор не проводилось, хотя это может позво-
лить повысить эффективность диагностики зло-
качественных новообразований. 
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Фенилаланин и продукты его превращений 
давно исследовались в качестве потенциальных 
диагностически значимых соединений в сыво-
ротке крови при злокачественном росте; суще-
ствуют надежные методы его определения, в 
том числе разработанный нами вариант амино-
кислотного анализа [10]. Фенилаланин играет 
значительную роль в стабилизации белковых 
структур, является составной частью функцио-
нальных центров ферментов и белковых моле-
кул [11]. Превращение фенилаланина в тирозин 
в организме в большей степени необходимо для 
удаления избытка фенилаланина, а не для вос-
становления запасов тирозина, так как тирозин 
обычно в достаточном количестве поступает с 
белками пищи [11]. Эта реакция гидроксилиро-
вания катализируется фенилаланингидроксила-
зой, которая в качестве кофермента содержит те-
трагидробиоптерин. Блокирование этой реакции 
приводит к развитию фенилкетонурии. При этом 
в организме происходит накопление фенилала-
нина и его метаболитов (фенилпируват, фенил-
лактат, фенилацетат, o-гидроксифенилацетат, 
фенилацетилглутамин), избыточное количество 
некоторых их них отрицательно сказывается на 
развитии нервной системы.

Фенилаланин – предшественник циннамата 
– одного из основных предшественников фе-
нилпропаноидов. Фенилаланин может метабо-
лизироваться в один из биогенных аминов – фе-
нилэтиламин, продуктом катаболизма которого 
является фенилацетат. Известно, что фенилук-
сусная кислота имеет высокую степень прони-
цаемости через гематоэнцефалический барьер, 
причем ее концентрация в мозге крыс регули-
руется не только за счет образования конъюга-
тов, но также и за счет транспорта из мозга [12]. 
В плазме крови крыс 90% от всего содержания 
фенилуксусной кислоты находится в связанном 
состоянии в виде конъюгата с глутатионом, и 
только 10% определяется в свободном виде [12]. 
Большое количество зарубежных публикаций, 
посвященных биологической активности фени-
луксусной кислоты, связано с ее способностью 
подавлять рост опухолевых клеток разного про-
исхождения без проявлений общей токсичности. 
Цитотоксическое действие фенилуксусной кис-
лоты связано с подавлением генной экспрессии 
злокачественных клеток, независимым от фазы 
клеточного цикла. Хотя попытки эксперимен-
тального применения фенилацетата в качестве 
средства противоопухолевого средства показали 
противоречивые результаты [8], следует отме-
тить, что фенилацетат первоначально был иден-
тифицирован в моче онкологических пациентов 
[13,14]. Таким образом, исследование пула мета-
болитов фенилаланина в моче может быть акту-
альным с точки зрения потенциального диагно-
стического использования их уровней в ранней 
диагностике злокачественных новообразований. 
Определение фенилацетата в моче связано с ме-
тодическими трудностями, так как требует либо 
газохроматографического определения, при ко-
тором пробоподготовка обязательно включает 
этап экстракции и сложно определять малолету-

чий фенилацетилглутамин, либо дорогостоящих 
масс-селективных методов детектирования [15].

Материал и методы
В качестве контрольной группы обследованы 

28 практически здоровых лиц (по данным до-
ступной медицинской документации), 14 муж-
чин и 14 женщин. Контрольная группа включила 
пациентов в возрасте 44 (40-50) лет. Пациенты 
имели преимущественно нормальную массу 
тела – индекс массы тела равнялся 22,1 (20,0-
24,3) кг/м2 в группе. Значимые гендерные разли-
чия по этому показателю отсутствовали.

Однократно утром натощак производился за-
бор мочи. 

Сбор мочи проводился после тщательного 
туалета наружных половых органов. Моча со-
биралась в сухую, чистую, хорошо отмытую от 
чистящих и дезинфицирующих средств посуду. 
Использовался пластиковый сосуд c широким 
горлышком и с крышкой (пластиковые стакан-
чики с крышками). Моча, собранная для анали-
за, хранилась не более 1 часа при положительной 
температуре, длительное хранение проб – при 
-75°С. Порцию мочи для исследования замора-
живали в пробирках Эппендорфа. 

Все обследуемые характеризовались нор-
мальными значениями общеклинических, кли-
нико-лабораторных и стандартных биохимиче-
ских тестов.

Для осаждения белков образец смешивали с 
1 М раствором хлорной кислоты, содержащим 
0,2 мM норвалина (nVal, внутренний стандарт), 
а также 40 мг/л ЭДТА, 40 мг/л Na2S2O5 и 1 мкМ 
ванилиновой кислоты, в соотношении 1:1. После 
тщательного перемешивания пробы центрифу-
гировали при 4°С в течение 15 минут при 16000 
g, после чего супернатант немедленно отсасыва-
ли и хранили до исследования при -18°С не бо-
лее 15 суток. После размораживания экстракты 
повторно центрифугировали, при выпадении 
осадка супернатант отделяли. Полученные хлор-
нокислые экстракты использовали для анализа.

При отработке методов определения исполь-
зовался прибор ВЭЖХ Agilent 1200 в конфигу-
рации, включающей 4-канальную систему пода-
чи растворителя с вакуумным дегазатором, тер-
мостатируемый автосамплер (ALS), термостат 
колонок, детектор флуоресценции и диодно-ма-
тричный детектор. В опытах использовались 
реактивы для приготовления подвижных фаз 
квалификации не ниже хч, стандарты определя-
емых соединений Aldrich, трижды дистиллиро-
ванная вода. При пробоподготовке использова-
лась центрифуга Biofuge Primo R+ с охлаждае-
мым ротором.

Прием данных и обработка хроматограмм 
проводились с помощью программы Agilent 
ChemStation С01.03 с ручной коррекцией базо-
вой линии, в режиме расчета по внешнему (для 
метаболитов фенилаланина) или внутреннему 
стандарту с использованием одноуровневой 
калибровки.

Для всех исследованных показателей опре-
деляли базовые параметры описательной ста-
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тистики, а также оценивали отклонение рас-
пределения значений показателя в выборке от 
нормального с помощью критерия Колмогоро-
ва-Смирнова. Для всех показателей группа счи-
талась однородной. 

Использованные методы анализа данных реа-
лизованы с помощью пакета программ Statistica 
10.0 (SN AXAR207F394425FA-Q).

Результаты и обсуждение
Отработка метода определения метаболитов 

фенилаланина осуществлялась с использовани-
ем безэкстракционного метода пробоподготов-
ки, обращенно-фазной ВЭЖХ с градиентным 
элюированием и детектированием по поглоще-
нию в УФ-области. Такой подход использован с 
целью избежать внесения неизбежных при экс-
тракции ошибок, связанных с переменным соот-
ношением фаз, ввиду относительно низкой ле-
тучести фенилацетилглутамина. Супернатанты 
после центрифугирования вводили в колонку.

Использовалась колонка Zorbax SB C18  
3,5 мкм, 2,1×150 мм с предколонкой 2,1×12,5 мм 
с тем же сорбентом, 5 мкм. Подбор условий гра-
диентного элюирования (фосфатные и ацетат-
ные буферы с рН от 3 до 5,5) позволил получить 
приемлемое разделение фенилацетата (PAC) и 
фенилацетил-L-глутамина (PAG) в моче при сле-
дующих условиях: подвижная фаза А – 0,107 М 
Na-фосфатный буфер, рН 3,25; подвижная фаза 
B – ацетонитрил:вода, 70:30 (об./об.). Градиент: 
линейный от 0 до 30% В в течение 35 минут, 
температура колонки 35°С. Скорость потока  
0,2 мл/мин. Детектирование с помощью диод-
но-матричного детектора с полумикроячейкой, 
длина волны 214 нм, полоса пропускания 4 нм; 
длина волны сравнения 360 нм, полоса пропу-
скания 100 нм. Для определения фенилацетата 
лучшее разрешение его пика от соседних пиков 
неидентифицированных соединений была вы-
брана длина волны 204 нм (полоса пропускания 
4 нм), длина волны сравнения 296 нм (полоса 
пропускания 10 нм), что более точно соответ-
ствует спектру поглощения фенилацетата при 
данных условиях.

Подбором профиля градиента удалось по-
лучить удовлетворительное разрешение пиков 
фенилацетата и фенилацетилглутамина в моче. 
Спектр поглощения на вершинах пиков в моче 
не отличался от спектра поглощения стандарта 
(по максимуму поглощения и ширине полосы). 
Дополнительных пиков поглощения на верши-
нах пиков не регистрировалось, что указывает 
на достаточную степень спектральной чистоты 
пика. Хроматограммы стандартов и типичной 
пробы мочи приведены на рисунке 1.

Тестирование метода на образцах мочи че-
ловека показало удовлетворительное разреше-
ние для фенилацетилглутамина и фенилацетата. 
Для их определения основным следует считать 
метод ВЭЖХ в связи с низкой летучестью и от-
носительной неустойчивостью первого соедине-
ния при высоких температурах, а также доста-
точным разрешением пиков обоих соединений 
на хроматограммах. 

Полученные нами уровни исследуемых сое-
динений в моче в целом соответствуют литера-
турным данным, составлявшим для фенилаце-
тилглутамина от 384 до 855 мкМ [16-20], фени-
лацетата – от 0,46 до 4,16 мкМ [17, 18].

Обнаруженные концентрации фенилацетата 
в моче (табл. 1) соответствуют значениям, со-
общавшимся для человека в норме [17, 18, 20]. 
Данный показатель обладает достаточно высо-
кой вариабельностью в норме, однако делались 
попытки его использования в диагностических 
целях при депрессии [19], расстройствах пище-
вого поведения. В обеих работах фенилацетат 
расценивался как производное фенилэтила-
мина – минорного медиатора в ЦНС [19], а не 
продукта декарбоксилирования фенилпирувата. 
Имеются сообщения о более высоких уровнях 
фенилацетата в моче практически здоровых лю-
дей (4,16 мкмоль/ммоль креатинина), а также о 
более низких (3-1,9 мкМ) [6, 16].

Таблица 1. – Содержание фенилацетата и фе-
нилацетил-L-глутамина в моче обследованных 
контрольной группы, женщины, мкМ; n=14
Table 1. – Content of phenylacetate and phenylacetyl-L-
glutamine in the urine of subjects in the control group, 
women, μM; n=14

Среднее ± средняя 
ошибка

Медиана (нижняя – 
верхняя квартиль)

PAG 806,6562±106,6846
826,1738 

(555,5978-1145,512)

PAC 10,141±2,528 6,205 (4,174-18,84)

Распределение индивидуальных значений в 
исследуемой группе для уровней фенилацетил-
глутамина, фенилацетата не отличалось от нор-
мального (тесты Колмогорова-Смирнова с по-
правкой Лиллифорса и Шапиро-Уилка, рис. 2-3)

Содержание исследуемых соединений в моче 
обследуемых лиц мужского пола не имело стати-
стически значимых различий от таковых у обсле-
дуемых женского пола (табл. 2). Это же касается 
и общей вариабельности концентраций. Однако 
у мужчин распределение уровней фенилацетата 
было нормальным, а фенилацетилглутамина – 
асимметричным с большей плотностью низких 
значений (рис. 4-5).

Таблица 2. – Содержание фенилацетата и фе-
нилацетил-L-глутамина в моче обследованных 
контрольной группы, мужчины, мкМ; n=14
Table 2. – Phenylacetate and phenylacetyl-L-glutamine 
content in the urine of subjects in the control group, men, 
μM; n=14

Среднее ± средняя 
ошибка

Медиана (нижняя – 
верхняя квартиль)

PAG 762,4545±174,0396
531,6585 

(203,1304-1289,600)

PAC 18,1564±3,2656 13,690 (10,127-26,414)
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Рисунок 1. – А: хроматограмма 200 мкМ раствора PAG и PAC; В: типичная хроматограмма PAG и PAC в моче 
человека; C: та же хроматограмма в другом масштабе, позволяющем видеть пик PAC. На всех изображениях верх-

ний сигнал – поглощение при 204 нм, нижний – при 214 нм (детали в тексте) 
Figure 1. – A: chromatogram of 200 μM solution of PAG and PAC; B: typical chromatogram of PAG and PAC in human urine; C: the same 
chromatogram at a different scale allowing the PAC peak to be seen. In all images, the upper signal is the absorption at 204 nm, the lower one 

– at 214 nm (details in the text)
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group=1
Histogram: PAG

K-S d=.08995, p> .20; Lilliefors p> .20
Shapiro-Wilk W=.98095, p=.97996
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Рисунок 2. – Распределение индивидуальных значений 
уровня фенилацетил-глутамина в моче у женщин кон-

трольной группы, мкМ 
Figure 2. – Distribution of individual values of phenylacetyl-
glutamine level in urine in women of the control group, μM

group1=0
Histogram: PAC

K-S d=.16451, p> .20; Lilliefors p> .20

Shapiro-Wilk W=.89235, p=.08739
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Рисунок 3. – Распределение индивидуальных значений 
уровня фенилацетата в моче у женщин контрольной 

группы, мкМ 
Figure 3. – Distribution of individual values of phenylacetate levels 

in urine in women of the control group, μM

group=2
Histogram: PAG

K-S d=.26851, p> .20; Lilliefors p<.01
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Рисунок 4. – Распределение индивидуальных значений 
уровня фенилацетил-глутамина в моче у мужчин кон-

трольной группы, мкМ 
Figure 4. – Distribution of individual values of phenylacetyl-

glutamine level in urine in men of the control group, μM

group=2
Histogram: PAC

K-S d=.13557, p> .20; Lilliefors p> .20
Shapiro-Wilk W=.95936, p=.71257
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Рисунок 5. – Распределение индивидуальных значений 
уровня фенилацетата в моче у мужчин контрольной 

группы, мкМ 
Figure 5. – Distribution of individual values of phenylacetate levels 

in urine in men of the control group, μM

Заключение
Разработан метод, позволяющий дать ко-

личественную характеристику содержания  
фенилацетата и фенилацетил-L-глутамина в 
моче человека. Такие данные, особенно приме-
ненные совместно с данными анализа свобод-
ных аминокислот, могут послужить основой для 
разработки синтетических показателей (индек-
сов), обладающих более высокой диагностиче-
ской информативностью по отношению к кон-
центрациям отдельных соединений.

Разработанный метод определения фенила-
цетилглутамина и фенилацетата отличается про-
стой процедурой пробоподготовки, не содержа-
щей источников случайных ошибок, связанных 
с экстракцией, упариванием, перерастворением. 

Разрешение метода достигнуто тщательным 
подбором условий хроматографического разде-
ления и детектирования, которые и обеспечива-
ют достоверность получаемых результатов. 

Определенные нами концентрации фенила-
цетилглутамина и фенилацетата в моче у прак-
тически здоровых лиц соответствуют литератур-
ным данным для человека в норме.
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IMPROVEMENT OF HPLC METHODS FOR EVALUATION  
OF PHENYLALANINE METABOLITES AND FREE AMINO ACIDS  

IN THE URINE OF CANCER PATIENTS FOR TARGET  
METABOLOMIC STUDIES 
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Objective: to improve the method for evaluation of compounds in urine characterizing the metabolism of aromatic 
amino acids which are potentially diagnostically significant in assessing the activity of malignant growth.

Methods of study: high-performance liquid chromatography. 
Results: unique modification of the method for evaluation of phenylalanine metabolites that allows to assess their 

levels in urine has been created. 
Keywords: amino acids, phenylalanine, glutamine, phenylacetic acid, phenylacetylglutamine, malignant tumors, 

diagnostics, markers, chromatography.
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