
ВВЕДЕНИЕ

Данное исследование продолжает серию наших
предыдущих работ [1, 2] по биоинформатическому
реанализу данных, депонированных в репозитории
PRIDE [3]. Как правило, авторы масштабных
экспериментальных работ с использованием 
масс-спектрометрии (МС) планируют эксперимент и
последующий анализ полученных данных так, чтобы
максимально точно и с наименьшими временными
затратами получить интересующие их данные. 
Однако в исходных данных эксперимента содержится
ещё много информации, которая может быть
извлечена при обработке данных с другими
параметрами или другими методами. В частности, 
во многих работах по идентификации белков 
или сравнении спектров белков в норме и 
патологии авторы либо полностью игнорируют весь
спектр посттрансляционных модификаций (ПТМ),
либо учитывают только часть из них, согласно 
своему видению проблемы. В то же время 
роль ПТМ трудно переоценить [4, 5], а информация 
об их наличии может представлять интерес 
в контексте формирования гипотезы о роли 
различных ПТМ при патологии или планирования
более специализированных экспериментов 
для подтверждения полученной информации. 
Интерес также представляют и данные об изменении
количества конкретных наблюдаемых ПТМ.
Современные технологии профилирования всего
протеома с использованием МС позволяют 
с высокой точностью и воспроизводимостью 
получать количественные данные о каждом
конкретном ионе даже без предварительного

обогащения модифицированных белков/пептидов и
без использования изотопных меток [6].

Болезни нервной системы входят в первую тройку
групп заболеваний, на развитие патологического
процесса которых влияют нарушения ПТМ [7].
Височно-долевая эпилепсия (ВДЭ) — одно из самых
распространённых хронических заболеваний нервной
системы у взрослых [8]. Преобладающим
патологическим изменением при эпилепсии, особенно
при ВДЭ, является склероз гиппокампа, однако
патофизиологический механизм эпилептического
повреждения ткани гиппокампа остаётся неясным [9].

В данной работе мы проанализировали набор
данных, депонированных в репозитории PRIDE [3] 
с идентификатором PXD064519. В оригинальной
работе [8] на образцах тканей гиппокампа от мышей 
и людей с лекарственно-устойчивой височной
эпилепсией был проведён комплексный
сравнительный анализ профилирования внутренней
модификации матричной РНК — метилирования
остатков аденозина в положении N6 (м6А). 
Авторы работы [8] показали, что в тканях,
поражённых эпилепсией, нарушены метаболические и
аутофагические пути, которые могут быть напрямую
связаны с обработкой (м6А). При протеомном 
анализе образцов гиппокампа человека была 
выбрана вариабельная модификация с N-концевым
ацетилированием белка, но количественные
изменения рассматривали для белков в целом. 
Другие физиологические ПТМ авторы не учитывали,
поэтому нами были проанализированы исходные
данные [8] с целью поиска белков с различным
уровнем ПТМ в опыте и контроле.
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Проанализированы масс-спектрометрические данные, полученные при анализе тканей гиппокампа 
пациентов склеротической и несклеротической височной эпилепсии и без неё для выявления различий в уровне
посттрансляционных модификаций (ПТМ) белков. Исходные протеомные данные, полученные Mathoux и соавт.
[DOI: 10.1172/jci.insight.188612], были депонированы в репозитории PRIDE (идентификатор PXD064519). 
В результате сравнительного протеомного анализа образцов отобрано 53 белка с ПТМ (фосфорилирование,
метилирование, ацетилирование и цитруллинирование), имеющих существенные изменения в уровне 
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неврологических заболеваний.

Ключевые слова: посттрансляционные модификации; эпилепсия; биоинформатика

DOI: 10.18097/PBMCR1612

© 2025 Коллектив авторов. Лицензиат ИБМХ, Москва. Статья открытого доступа, распространяется на условиях
лицензии Creative Commons Attribution (CC BY-SA 4.0) (http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/).



МЕТОДИКА

В работе [8] использовали постоперационные
человеческие ткани гиппокампа, удалённого 
при склеротической (S) (n=7) и несклеротической (NS)
(n=7) височной эпилепсии, а также взятые 
при аутопсии у пациентов без эпилепсии в качестве
контрольных (C) образцов (n=10). Этапы извлечения
образцов ткани у пациентов с эпилепсией, 
получение контрольных образцов, пробоподготовка и
протеомный анализ подробно описаны авторами
оригинальной экспериментальной работы [8].

В нашей работе идентификация пептидов 
на основе необработанных (raw) файлов была
выполнена заново с использованием программы
“PEAKS Studio 13” [10]. Поиск проводили 
по аминокислотным последовательностям белков
человека (Homo sapiens, UniProtKB/Swiss-Prot 
release 2025_04, 83587 записей [11]); расщепляющий
фермент — трипсин; точность совпадения
теоретической и экспериментальной массы пептида
(peptide mass tolerance) — 10 ppm; точность
совпадения теоретической и экспериментальной
массы фрагментарных ионов (fragment mass 
tolerance) — 0,02 Да; количество возможных
пропущенных участков расщепления трипсином — 2;
количество вариабельных модификаций на пептид — 2
(при окончательном анализе рассматривали пептиды 
с единственной исследуемой модификацией). 
В качестве фиксированной модификации было
установлено карбамидометилирование цистеина, 
в качестве вариабельных модификаций выбраны: 
(1) окисление метионина (не рассматривалась 
как значимая), (2) фосфорилирование серина, треонина
и тирозина, (3) метилирование лизина, аргинина и
гистидина, (4) ацетилирование лизина и N-концевого
пептида белка, (5) цитруллинирование аспарагина.
Все опции дополнительной фильтрации и образования
химерных спектров были отключены. Модификации
остатков лизина и аргинина рассматривали 
только в случае, если модифицированный остаток 
не был первым или последним остатком 
в пептиде. Уровень ложноположительных результатов
(false discovery rate, FDR) для окончательного 
отбора идентифицированных пептидов — 0,1%.
Идентификацию проводили для каждой 
пробы независимо.

С использованием хроматографических данных
из необработанных (raw) файлов средствами
программы Progenesis LC-MS [12] было проведено
выравнивание всего пространства первичных ионов 
и нормализация величины площади под пиком 
для каждого из первичных ионов (Normalized
abundance, NA). Данные по идентификации пептидов
импортировали в проект программы Progenesis LC-MS,
объединив результаты выравнивания с результатами
идентификации пептидов для последующего
сравнения количественных данных проб гиппокампа.

При анализе достоверности изменения 
уровня пептидов с ПТМ оценивали показатели
дисперсионного анализа (ANOVA), выполненного
вычислительными алгоритмами, реализованными 

в программе Progenesis LC-MS. Изменение уровня
модифицированных пептидов считали достоверным
при Anova p-value < 0,05 и Max fold change ≥ 2. 
Max fold change — мера, которая описывает, 
насколько изменяется средняя величина NA между
контрольной (C) и исследуемыми группами (S, NS);
например, для двух значений NAC и NAS диапазон
изменения NAS в отношении NAC, есть NAS/NAC.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После выравнивания и нормализации
необработанных данных в программе Progenesis LC-MS
и объединения с результатами идентификации
пептидов было отобрано 212985 первичных ионов, 
из которых 22354 ионов были идентифицированы.
Всего было определено 15576 последовательностей
пептидов для 2560 белков. При окончательном 
отборе рассматривали белки, для количественного
определения которых программой Progenesis LC-MS
было использовано не менее 6 пептидов. Таблица 
с полным набором данных по идентификации
представлена в Дополнительных материалах.

Идентифицированные пептиды с ПТМ,
соответствующие условиям “Anova p-value < 0,05” и
“Max fold change ≥ 2” при оценке среднего NA между
исследуемыми группами и контролем, приведены 
в таблице 1. Пептидов с метилированием гистидина
при заданных параметрах отбора идентифицировано
не было. Если пептид в таблице указан более 
одного раза, то данные приведены для ионов
различного заряда. Суммировать данные напрямую
возможно, так как распределение пептида между
ионами разного заряда не зависит от его концентрации
в пробе [13], но так как в каждом конкретном случае
нет уверенности, что идентифицированы все ионные
состояния, это может быть источником ошибок 
при интерпретации результатов.

Как видно из таблицы 1, существенных
количественных изменений относительно общего
содержания белка не было выявлено только 
для пептидов № 61, 69, 71 с метилированием остатка
лизина и 2-мя N-концевыми ацетилированиями
соответственно. Для остальных изменение 
среднего NA пептида между опытом (NS и S) и
контролем (C) отличалось от того же параметра 
для белка не менее чем в 1,2 раза. 
Например, для пептида AEEAKDEPPSEGEAEEEEK 
(№ 9, P07196) с фосфорилированием по остатку
серина такая разница составила 139,4 раза. 
Однако в данном случае этот эффект, вероятно, 
связан с тем, что данный пептид является “недорезом”
(пропущенным сайтом гидролиза при трипсинолизе),
а кроме того содержит большое число отрицательно
заряженных остатков (см. далее раздел, посвящённый
обсуждению рисунков 1 и 2). Для пептидов 
№ 1–3, 25–38, 47, 52, 67, 68 был отмечен факт
увеличения количества в опыте, в то время как 
для самого белка в большинстве случаев было
отмечено незначительное уменьшение количества.
Обратное соотношение было выявлено для пептидов
№ 10, 11, 19, 62, 63, 78–85, 88, 89 — уменьшение
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количества в опыте, и несущественное увеличение
количества для белка в целом. Например, 
для пептида SKDGTGSDDK (№ 62, P10636 — 
тау-белок, ассоциированный с микротрубочками) 
с метилированием по остатку лизина среднее NA 
в опыте в 4031,4 раз меньше по сравнению 
с контролем, в то время как количество самого 
белка в опыте немного больше, чем в контроле.
Метилирование тау-белка является одним из важных 
в его физиологическом состоянии и может
конкурировать с другими ПТМ. Глобальное
метилирование в нейронах, микроглии и астроцитах
участвует во множестве клеточных функций [14].

На рисунке 1 для наглядности приведены
примеры распределения величины NA для 4 пептидов
по каждой пробе из опытных (NS и S) и 
контрольной групп. Для сравнения представлены
данные как для модифицированной формы пептида, 
так и немодифицированной формы, обнаруженной 
в тойже пробе.Доля пептида VLTPELYAELR(+0.98)AK
в контрольной группе сравнима с количеством
пептида VLTPELYAELRAK (без ПТМ), в то время как
в группах NS и S количество пептида с ПТМ
уменьшается. Следует отметить, что пептид
VLTPELYAELRAK, очевидно, представляет собой
“недорез” и в пробе идентифицирован и пептид
VLTPELYAELR со сравнимыми величинами NA
(6,5×108 для ионов 2+ и 2,8×106 для ионов 3+). Другой
вариант — пептид DRGLDS(+79.98)GAETEEEK, 
где в контрольной группе фосфорилированного
пептида меньше, чем в опытных, в которых 
их представленность равная. Как и в предыдущем
случае в пробах зарегистрирован ион 2+ 
для пептида GLDSGAETEEEK (NA ~ 6,6×105).
Учитывая, что при гидролизе трипсином следовало бы
ожидать, что количество “недорезаных” пептидов
должно быть меньше пептидов, соответствующих 
полному гидролизу, то, вероятно, существенная 
часть пептидов не зарегистрирована, так как,
возможно, получает при ионизации заряд 1+ 
(в работе [8] такие ионы не регистрировали). 
Пептид DIIRQPS(+79.97)EEEIIK примечателен тем, 
что пептид QPSEEEIIK не идентифицирован 
ни в какой форме, но идентифицирован 
двойной “недорез” в фосфорилированной форме
YKDIIRQPS(+79.97)EEEIIK (ион 3+, NA ~ 8,5×105), 
но достоверного различия его уровня между группами
не показано, хотя тенденция наблюдается та же —
фосфорилированного пептида в контрольной группе
меньше. Все 3 пептида содержат большое число
отрицательно заряженных аминокислотных остатков,
что, возможно, влияет на ионизацию.

И наконец, рассмотрим пептид
AEEAKDEPPS(+79.97)EGEAEEEEK, который
обсуждался выше. Если исключить возможные
особенности пробоподготовки в различных группах, 
а также ошибки выравнивания и идентификации, 
у нас нет разумного объяснения, почему в контрольной
группе количество пептида с одним “недорезом” и 
в фофорилированной форме, и без ПТМ настолько
меньше чем в группах NS и S. Этот вопрос требует
целенаправленной экспериментальной проверки. 

Если рассмотреть не абсолютные значения NA, 
а соотношение величин NA для ионов 3+ 
пептида с ПТМ и пептида без ПТМ (рис. 2), 
то различие средних значений не значимо
(недостаточная регистрация ионов 2+ не позволяет
считать сравнение адекватным). Для остальных 
3 пептидов, использованных в примере, результаты
совпадают с данными для абсолютных значений. 
К сожалению, использовать данное отношение 
не всегда возможно, так как немодифицированный
пептид может не регистрироваться, как, например, 
для случаев ацетилирования, метилирования или
цитруллинирования, когда немодифицированный
пептид в отличие от модифицированного подвергается
гидролизу трипсином, а число возможных “недорезов”
может сильно варьировать от пробы к пробе.

Наибольшее число пептидов, представленных 
в таблице 1, имеют в качествеПТМфосфорилирование.
Так, было идентифицировано два пептида
астроцитарного фосфопротеина PEA-15 (PEA15)
(Q15121), фосфорилированных по остаткам серина
(DIIRQPSEEEIIK — S116, LTRIPSAK — S104). 
PEA15 — небольшойфосфопротеин, который участвует
в эпилептогенезе, защищает астроциты от апоптоза,
модулирует выживаемость и пролиферацию клеток.
Эти функции зависят от дифференциального
фосфорилирования, регулирующего пролиферативные
и/или апоптотические сигналы в астроцитах после
эпилептического статуса [15]. Другой пример —
представители семейства ассоциированных 
с микротрубочками белков (АМБ) (P10636, P11137,
P27816, P46821, P78559, Q96JE9), которые играют
важную роль в процессах развития мозга, включая
образование нейронов и синапсов, а также
миелинизацию.Дестабилизациямикротрубочек влияет
на функции мозга, связанные с нейродегенеративными
и психическими расстройствами, такими как
когнитивные нарушения, проблемы с памятью,
внимание [16]. Фосфорилирование АМБ в ответ 
на различные внеклеточные сигналы регулирует
функции нейронов [17]. В таблице 1 пептидами 
с фосфорилированием представлены четыре АМБ 
из шести (P11137, P46821, P78559, Q96JE9), 
пептиды которых имеют фосфорилированные остатки.
Другой широко распространённый цитоскелетный
адаптерный белок, активность которого регулируется
фосфорилированием, — дематин (Q08495). 
Дематин связывает и объединяет актиновые
филаменты и является основным регулятором
мобилизации кальция [18]. Белок гомолог 1,
связанный с микротрубочками Юпитера (Q9UK76),
активно экспрессируется во многих тканях человека,
особенно в головном мозге, содержит участки
фосфорилирования; фосфорилирование способствует
прогрессии клеточного цикла и модулирует
репликацию ДНК и процессы репарации [19].

Среди белков из таблицы 1 можно выделить
группу белков цитоскелета, которые экспрессируются
в нервных клетках и участвуют в поддержании 
их стабильности и правильной проводимости.
Например, белки семейства нейрофиламентов
(P07196, P07197, P12036) — основные белки
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Рисунок 1. Пример, демонстрирующий изменения NA между группами проб (C, NS и S) для 4 пептидов. 
По оси абсцисс представлены номера проб, по оси ординат – величина NA в логарифмической шкале. 
Бордовым цветом отмечены данные для иона 2+ модифицированного пептида, красным – ионы 2+. Аналогично
чёрным и синим цветом ионы 2+ и 3+ немодифицированной формы того же пептида. На диаграмме 
пептида AEEAKDEPPS(+79.97)EGEAEEEEK серым цветом отмечены 3 иона 2+ пептидов того же белка, 
не имеющих ПТМ и “недорезов”. Зелёным – ион 2+ пептида DEPPSEGEAEEEEK.



цитоскелета в аксонах нейронов. Взаимодействие
между нейрофиламентами и другими белками
цитоскелета регулирует диаметр аксонов и
аксоплазматический транспорт. Нарушение регуляции
нейрофиламентов может привести к гибели нейронов
и развитию эпилепсии, а также других заболеваний
нервной системы [20]. Статмин (P16949) —
эволюционно консервативный белок, участвующий 
в регулировке динамики микротрубочек. Повышение
уровня статмина и снижение стабильности
микротрубочек, особенно в островковой доле коры и
гиппокампе, может играть важную роль в развитии
страха при эпилепсии [21]. Белок септин-11 (Q9NVA2)
локализуется совместно с микротрубочками и
стрессовыми волокнами в различных линиях
эпителиальных клеток, а изменения в растворимости

септина-11 могут нарушить функцию цитоскелета 
и привести к клеточной токсичности — 
механизму, установленному для протеинопатий 
при нейродегенеративных заболеваниях [22]. 
Ещё один компонент цитоскелета — коронин-1
(Q9ULV4) — активно экспрессируется в центральной
нервной системе взрослого организма, связывает 
F-актин и играет важную роль в миграции клеток и
морфогенезе головного мозга [23].

К другой группе можно отнести белки,
задействованные в нейрогенезе, клеточной
сигнализации и других нейрональных механизмах
регуляции. Так, белок P13591 (невральная 
молекула межклеточной адгезии 1) обеспечивает
распознавание и адгезию нейронов, участвует 
в росте аксонов, нейрональной синаптической
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Рисунок 2. Пример, демонстрирующий изменения соотношения величин NA для ионов 2+ и 3+ пептида с ПТМ и
пептида без ПТМ. По оси абсцисс представлены номера проб, по оси ординат – величина NA. Цветной вариант
рисунка доступен в электронной версии журнала.



реконструкции, процессах миграции нейронов. 
Таким образом, белок P13591 способствует
нейрогенезу и синаптической пластичности,
например, после травмы головного мозга. 
У крыс с эпилепсией он играет важную роль 
в нарушении пространственной памяти [24].
Секретогранин-1 (P05060) взаимодействует и
секретируется совместно с различными гормонами,
регулирует уровень внутриклеточного кальция,
клеточную сигнализацию, в том числе в клетках
гиппокампа, что играет важную роль при различных
неврологических заболеваниях, таких как болезнь
Альцгеймера, эпилепсия или шизофрения [25].
Богатый пролином трансмембранный белок 2
(Q7Z6L0) отвечает за стабильность нейронов,
негативно влияет на внутреннюю возбудимость,
вызывая плейотропные пароксизмальные синдромы,
включая эпилепсию, кинезигенную дискинезию,
эпизодическую атаксию имигрень [26].Синаптический
белок рабфилин 3A (Q9Y2J0) опосредованно отвечает
за синаптическую пластичность и когнитивные
функции. Нарушения в гене RPH3A, кодирующем
рабфилин 3A, связывают с нарушениями развития
нервной системы, проявляющимися либо в виде
лекарственно-устойчивой эпилепсии с умственной
отсталостью, либо в виде расстройства аутистического
спектра с нарушением способности к обучению [27].
Белок-медиатор ответа на коллапсин 2 (Q16555)
локализуется в основном в нервной системе, обладает
высокой степенью консервативности, необходим 
для стимулирования роста аксонов и поддержания
нейронной полярности в нейронах гиппокампа.
Значительное снижение уровня этого белка может
свидетельствовать о нейродегенерации, нарушении
нейронной пластичности и проводящих путей
головного мозга при мультисистемной атрофии, 
может быть вовлечён в этиологию эпилепсии и
возрастного снижения когнитивных функций [28].
Изоаспартилпептидаза/L-аспарагиназа (Q7L266) —
фермент, который может участвовать в образовании
нейромедиаторной аминокислоты L-аспартата,
способного действовать как возбуждающий
нейромедиатор в некоторых областях мозга, а также
снижает накопление некоторых токсичных пептидов 
в мозге и других тканях млекопитающих [29]. 
Белок 4.1B (Q9Y2J2) играет важную роль 
в дифференцировке олигодендроцитов, а его потеря
нарушает олигодендроглиальную функцию у мышей и
выживание клеток. Биаллельные варианты гена,
кодирующего данный белок, вызывают нарушение
миелинизации олигодендроцитов, сопровождающееся
судорогами у пациентов [30]. Белок, способствующий
полимеризации тубулина (O94811) экспрессируется
исключительно в олигодендроцитах в нормальном
головном мозге. Его нефизиологический уровень
тесно связан с этиологией болезни Паркинсона,
мультисистемной атрофии, рассеянного склероза, 
а также глиомы [31]. Альфа-интернексин (Q16352)
характеризуется ранней экспрессией, что может
стабилизировать нейроны и их процессы и
обеспечивать каркас для совместной сборки других
белков в процессе развития. Альфа-интернексин
является единственным экспрессируемым белком

промежуточных филаментов, что указывает на роль
этого белка в созревании и регенерации нейронов
после повреждения [32].

При некоторых нейродегенеративных
заболеваниях и травмах головного мозга в патогенезе
участвуют активные формы кислорода и
окислительный стресс. Каталаза (P04040) — фермент,
расщепляющий пероксид водорода, остаётся 
важной мишенью антиоксидантной терапии [33].
Фосфоглицераткиназа-1 (P00558) — ключевой
фермент в гликолитическом пути, участвует в таких
биологических процессах, как ангиогенез, аутофагия,
репарация ДНК. Дефицит фосфоглицераткиназы-1
приводит к гемолитической анемии, рабдомиолизу,
миопатии и поражению центральной нервной
системы, в том числе идиопатическому инсульту,
инсультоподобным эпизодам и эпилепсии [34]. 
Белок альфа-цепь фибриногена (P02671), связанный 
с железом, ускоряет плазменную коагуляцию 
у пациентов с различными заболеваниями,
сопровождающимися повышением активности 
гем-оксигеназы; накапливается при отложении
амилоид-β в нервных клетках и сосудах 
головного мозга и влияет на прогрессирование
болезни Альцгеймера [35]. Альфа-2 субъединица
Na+/K+-ATPазы (P50993) представляет собой
ферментативную версию натрий-калиевого насоса,
которая отвечает за различные важные функции
клетки, такие как поддержание катионного 
равновесия и восстановление мембранного потенциала
покоя в нейронах [36]. Гольджи-ассоциированный 
с фитопатогенами белок 1, связанный с патогенезом
растений (Q9H4G4, GAPR-1) относится 
к суперсемейству белков, богатых цистеином.
Показано, что этот белок эффективно связывается 
с префибриллярными олигомерными структурами 
β-амилоида на ранних стадиях формирования
фибрилл [37]. Альфа-протеинкиназа C (P17252)
активируется в ответ на множество различных стимулов
и перемещается из цитозоля в специализированные
клеточные компартменты (ядро, кавеолы и т.д.), 
где предположительно и работает, участвуя в различных
клеточных функциях, таких как пролиферация, апоптоз,
дифференцировка, подвижность и воспаление [38].

Следует отметить, что все остальные белки 
из таблицы 1, не перечисленные в данном 
разделе, также упоминаются в литературе и
непосредственно участвуют в одном и/или нескольких
важных (пато)биологических процессах, таких как
нейропротекция, нейрогенез, нейродегенерация,
эпилептогенез, судорожная активность при эпилепсии,
атерогенез на фоне заболеваний нервной системы, 
а также психические заболевания у людей [9, 39–57].

В заключение можно сказать, что проведённый
нами анализ позволил выявить ПТМ белков, 
которые могут быть важными в патогенезе 
развития неврологических заболеваний. Полученные
результаты требуют дополнительной проверки либо
более точными методами, чем метод количественного
протеомного анализа без использования меток, 
либо независимыми методами, адаптированными 
для поиска изменений уровня ПТМ.
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Comparative mass spectrometry analysis of hippocampal tissue samples from patients with sclerotic and 
non-sclerotic temporal lobe epilepsy and nonepileptic patients was undertaken to identify differences in the levels 
of protein post-translational modifications (PTMs). The original proteomic data obtained by Mathoux et al. 
[DOI: 10.1172/jci.insight.188612] and deposited in the PRIDE repository (PXD064519) were used in this work. 
Our reanalysis of the comparative proteomic data identified 53 proteins with PTMs (phosphorylation, methylation,
acetylation, and citrullination) that exhibited significant changes in the levels of individual modified peptides.
According to the published original data, all 53 proteins are involved in processes associated with neurological diseases
in general and epileptogenesis in particular. The analysis identified PTMs of proteins that could play an important role
in the pathogenesis of neurological diseases.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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