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Методом тандемной масс-спектрометрии с электроспрейной ионизацией исследовали протеомный
профиль биоптатов ткани яичек человека. Проведено сравнение результатов идентификации бел-
ков с помощью коммерческой поисковой машины Mascot, свободно-распространяемого пакета
SearchGUI и их аналога IdentiProt, основанного на алгоритме IdentiPy. Алгоритм и серверная обо-
лочка доступны в виде открытого исходного кода по ссылке http://hg.theorchromo.ru/identipy. Уни-
кальным преимуществом IdentiPy является автоматическая оптимизация параметров при поиске
белков по масс-спектрометрическим данным. Эта особенность алгоритма позволила идентифици-
ровать на треть большее количество белков, чем достигали другие поисковые протеомные машины.
Впервые работа IdentiPy интегрирована с программой выравнивания спектров (Progenesis LC-MS)
и оценены изменения протеомного профиля в результате выравнивания по сравнению со стандарт-
ным конвертером масс-спектров ProteoWizard. Для хромосомы 18 человека найдено в общей слож-
ности 16 белков, в том числе, был выявлен основной белок миелина, не характерный для текстику-
лярной ткани.
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ВВЕДЕНИЕ
Типичный протеомный анализ включает в се-

бя десятки образцов и тысячи пептидов. Резуль-
таты жидкостной хроматографии, сопряженной
с электроспрейной масс-спектрометрией (LC-
ESI-MS/MS), представляют собой пакет исход-
ных данных (raw-файлы), которые содержат ин-
формацию о массе пептидов и их фрагментов, а
также время удержания пептида на хроматогра-
фической колонке [1]. Схема анализа и оценка
наборов хромато-масс-спектров должна быть ав-

томатизирована и объективна, так как включает в
себя несколько этапов, в том числе поиск ”пеп-
тидного” сигнала (“признак” или “feature”), ко-
торому присуще характерное изотопное распре-
деление, значение m/z моноизотопного пика,
времени его удержания на колонке и интенсив-
ности. Кроме того, для сравнения одного и того
же “признака” в разных образцах и/или техниче-
ских повторах одного и того же образца необхо-
дим дополнительный этап обработки, который
состоит в выравнивании хроматограмм этих об-

Сокращения: LC-MS/MS – жидкостная хроматография, совмещенная с тандемной масс-спектрометрией; ППМ – протеом-
ная поисковая машина; БСА – бычий сывороточный альбумин; FDR – процент ложноположительных идентификаций.
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разцов/повторов для учета различий во времени
удержания пептида на колонке. При этом, по-
скольку “feature” определяют по массе и времени
удержания после выравнивания, то для иденти-
фикации пептида может быть достаточен один
хороший MS/MS-спектр [2]. Каждый “признак”
обладает определенной интенсивностью масс-
спектрометрического сигнала, что и используют
для полуколичественного анализа содержания
пептида/белка в образце.

Программное обеспечение Progenesis LC-MS©

(http://www.nonlinear.com/) позволяет быстро,
объективно и достоверно определять “признаки”
во всех повторах для всех анализируемых образ-
цов, после чего экспортировать результаты для
дальнейшей обработки (идентификации амино-
кислотной последовательности пептидов, кото-
рые определены как “признаки”) в ходе протеом-
ного анализа.

Важнейший компонент анализа наборов дан-
ных LC-ESI-MS/MS – поисковая система, алго-
ритм, с помощью которого происходит иденти-
фикация пептидной последовательности моле-
кулярного иона [3]. В настоящее время для
идентификации пептидов/белков получили рас-
пространение такие поисковые системы, как
Mascot [4], Sequest [5], X!Tandem [6, 7], Androm-
eda [8], MS-GF+ [9] и некоторые другие. Все они
рассчитаны на стандартную процедуру экспери-
мента: гидролиз белковой фракции с помощью
сайт-специфичного фермента, разделение на хро-
матографической колонке, масс-спектрометриче-
ский анализ с селективным измерением спектров
фрагментации ионов пептидов [10, 11]. Все они
действуют по схожей схеме [12], которая включает
сопоставление экспериментального MS/MS-спек-
тра с теоретическим спектром фрагментации для
каждого пептида из базы данных на основе задан-
ных параметров: заряда пептида, возможных хи-
мических и посттрансляционных модификаций,
фермента, используемого для гидролиза, количе-
ства пропущенных внутренних мест расщепле-
ния протеолитического фермента, точность
определения ионов пептидов. Получаемый спи-
сок идентифицированных пептидов можно ран-
жировать в зависимости от значения индекса
совпадения между теоретическим и экспери-
ментальным MS/MS-спектрами.

Большинство протеомных поисковых систем
хорошо работают на типичных наборах данных,
причем результаты имеют существенное совпаде-
ние между алгоритмами [13]. Наиболее высокая
степень соответствия выявлена, главным обра-
зом, для пептидных последовательностей, иден-
тифицированных с высокой степенью достовер-
ности. Тем не менее, степень расхождения в ре-
зультатах различных поисковых систем довольно

высока [3], так как некоторые поисковые маши-
ны используют уникальные методы для рассмот-
рения пептидов или модификаций, которые не
учитывают другие системы.

Недавно разработана новая протеомная поис-
ковая машина (ППМ) IdentiProt, основанная на
алгоритме IdentiPy, для обработки данных про-
теомного анализа методами LC-ESI-MS/MS и
идентификации пептидов/белков. Показано, что
IdentiPy с функцией автонастройки показывает
более высокую чувствительность по сравнению с
такими популярными поисковыми системами,
как X!Tandem, MS-GF+ [14].

Цель данного исследования – анализ протеом-
ного профиля биоптатов тестикулярной ткани
человека с использованием ППМ IdentiProt. Про-
ведено сравнение результатов идентификации
белков хромосомы 18 человека, полученных с по-
мощью ППМ IdentiProt и популярной поисковой
машины Mascot.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использованы следующие реактивы: до-

децилсульфат натрия, бычий сывороточный альбу-
мин (БСА) (“Merck”, Германия); трипсин из под-
желудочной железы свиньи модифицированный
лиофилизированный (“Promega”, США); трифтор-
уксусная кислота (ТФУ, “Fluka”, Германия); ацето-
нитрил, дитиотреитол (ДТТ) деионизованная вода
(“Acros”, США); метанол (“Pierce”, США), а также
реактивы отечественного производства квалифи-
кации “х. ч.”.

Объектом исследования служили биоптаты тести-
кулярной ткани пациентов с необструктивной
азооспермией, находившихся на лечении в отделе-
нии андрологии и урологии ФГБУ “НМИЦ АГП
им. В.И. Кулакова” в 2016–2017 гг. Образцы отбира-
ли под местным наркозом методом микрохирурги-
ческой тестикулярной экстракции. Включение па-
циентов в клиническое исследование проводили по-
сле получения информированного согласия и
протоколировали по стандартам Этического коми-
тета Российской Федерации.

Солюбилизаты тестикулярной ткани готовили
по методу, описанному ранее в работе [15] с не-
большими модификациями. 40 мг ткани подвер-
гали замораживанию-оттаиванию в жидком азоте
(5 циклов), а затем солюбилизировали в 6-ти объ-
емах буфера, содержащего 7 М мочевину, 2 М
тиомочевину, 65 мМ дитиотреитол и 1%-ный ин-
гибитор протеаз Е64. Образцы инкубировали при
+4°С в течение 1 ч при перемешивании. Затем
проводили озвучивание при +4°С по программе к
ультразвуковой установке BANDELIN sonoplus
HD 2070 (Германия). После озвучивания пробы
центрифугировали при 15000 об./мин (Hettich
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micro 12-24, Германия) при комнатной темпера-
туре в течение 15 мин до получения прозрачного
супернатанта. В случае необходимости процедуру
центрифугирования повторяли 2–3 раза.

Содержание белка в солюбилизатах тестикуляр-
ной ткани определяли по методу Бредфорда [16] с
использованием БСА в качестве стандарта.

Восстановление, алкилирование, триптический
гидролиз проводили, как описано ранее [17]. Смесь
пептидов анализировали с использованием хрома-
тографической системы Ultimate 3000 nano-flow
HPLC (“Dionex”, США), интегрированной с масс-
спектрометром Orbitrap Q Exactive (“Thermo Scien-
tific”, США) с источником электростатической
ионизации Nanospray Flex NG ion source (“Ther-
mo Scientific”) [18].

Масс-спектры солюбилизатов тестикулярной
ткани в формате “.raw” анализировали с помо-
щью коммерческого программного обеспечения
Progenesis LC-MS (“Nonlinear Dynamics Ltd.”)
либо конвертировали исходные raw-файлы в со-
ответствующие MGF-файлы с помощью про-
граммы ProteoWizard MSConvert (http://prote-
owizard.sourceforge.net/).

Идентификацию пептидов и белков осу-
ществляли по программам Mascot (www.matrix-
science.com) и IdentiProt (ООО КуБ, Россия) со
следующими параметрами поиска: база данных
“Swiss_Prot” (SP, версия 2012_11, “.fasta”-фор-
мат) для вида Homo sapiens; расщепляющий фер-
мент – трипсин; точность совпадения теорети-
ческой и экспериментальной массы пептида –
±10 м.д., точность совпадения теоретической и
экспериментальной массы фрагментарных ионов –
±0.05 Да; значение зарядового состояния ионов
пептида – “2+, 3+, 4+”; количество возможных
пропущенных участков расщепления трипси-
ном – 1; фиксированная модификация – пириди-
лэтилирование цистеина, вариабельная модифи-
кация – окисленный метионин. Поиск проводили
по базе данных инвертированных и случайных по-
следовательностей аминокислот (decoy), процент
ложноположительных результатов (false discovery
rate, FDR) ≤1% [19].

Выходные данные Mascot в формате XML или
IdentiProt в формате pep.XML реимпортировали в
программу Progenesis LC-MS для полуколиче-
ственной оценки содержания пептидов/белков.

Выходные данные Mascot в формате HTML или
IdentiProt в формате TSV конвертировали в табли-
цы Excel для удобства анализа списков идентифи-
цированных белков.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ протеома тестикулярной ткани человека
с помощью ППМ IdentiProt и Mascot

В настоящее время основная цель характери-
стики протеома человека – идентификация так
называемых “необнаруженных (“missing”) бел-
ков”, для которых нет надежных масс-спектромет-
рических доказательств их существования [20]. В
частности, одним из подходов для выявления “не-
обнаруженных белков” предложено использовать
необычные органы или типы клеток [21]. На осно-
вании данных РНК-секвенирования недавно по-
казано, что тестикулярную ткань относят к наибо-
лее перспективным объектам для поиска “необна-
руженных белков” [22]. Кроме того, один из
подходов к решению этой проблемы – усовер-
шенствование методов биоинформатической об-
работки протеомных данных. За последние 15 лет
разработаны практически все ныне существую-
щие ППМ, в том числе поисковая система с от-
крытым исходным кодом IdentiPy, реализованная
на языке программирования Python [14] с рядом
уникальных функций (например, автоматиче-
ский поиск настроек в сочетании с алгоритмом
постобработки данных МР score [23]).

В настоящей работе проведен анализ протеома
тестикулярной ткани человека с помощью ППМ
IdentiProt, основанной на платформе IdentiPy
Server [14]. Результаты идентификации пепти-
дов/белков сравнивали с результатами, получен-
ными при помощи популярной поисковой маши-
ны Mascot.

Всего проанализировано 10 raw-файлов одно-
го биоптата, который разделен на две части, для
каждой проведена процедура триптического гид-
ролиза. Снятие масс-спектров проводили в раз-
ное время, по 2–3 технических повтора. В итоге
для сопоставления белкового профиля тестику-
лярной ткани получено 52760 MS/MS спектров. С
помощью программного обеспечения Progenesis
LC-MS получен файл в MGF-формате, который
параллельно загружали в ППМ IdentiProt и Mascot
для поиска пептидов и белков. Входные парамет-
ры поиска (относительная точность измерения
масс ионов-предшественников – 10 м.д. (рис. 1а),
ошибку определения масс ионов ионов-продук-
тов – 0.05 Да, рис. 1б) выбирали на основании
предоставляемых интерфейсом ППМ IdentiProt
возможностей алгоритма МР-score (“MP-score
descriptors” [23]) для оценки достоверности иден-
тификаций.

В результате с помощью IdentiProt идентифи-
цировано 1443 пептида, что соответствовало 611
белкам. Поисковая система Mascot выявила 484
белка и 1226 пептидов. 441 белок обнаружен как с
помощью IdentiProt (72% от общего числа иден-
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Рис. 1. Распределение двух “дескрипторов” MP score в предварительной обработке хромато-масс-спектров с помощью
ППМ IdentiProt: а ‒ ошибка массы родительского иона; б ‒ медианная ошибка массы ионов-фрагментов. 1 – Распределе-
ние для идентификаций, прошедших порог достоверности = 1% (частота ложноположительных идентификаций, FDR = 1%);
2 – для идентификаций из “истинной” (target) базы данных, 3 – для “ложных” (decoy) идентификаций.
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тификаций), так и поисковой системой Mascot
(91%). По двум и более пептидам идентифициро-
вано около 38 и 47% белков в случае использова-
ния IdentiProt и Mascot соответственно. При этом
только три белка (0.5%) не имели пептидов, ис-
пользуемых программой Progenesis LC-MS для их
количественной оценки в комбинации с Identi-
Prot, в то время как доля таких белков при анали-
зе Progenesis LC-MS/Mascot составила 3%.

В целом следует отметить, что принципиаль-
ных отличий качества идентификации белков
между IdentiProt и Mascot не обнаружено. Увели-
чение количества идентифицированных белков с
использованием ППМ IdentiProt происходит глав-
ным образом за счет идентификаций по одному
пептиду.

Идентификация белков хромосомы 18 человека

В результате анализа протеома солюбилизата те-
стикулярной ткани зарегистрированы белки, коди-
руемые генами хромосомы 18 человека (табл. 1).
Интерес к белкам этой хромосомы обусловлен
тем, что измерение протеома, кодируемого генами
хромосомы 18, представляет российскую часть
международного проекта “Протеом человека” [24].
Кроме того, для ряда идентифицированных белков
этой хромосомы согласно сведениям протеомной
базы UniProtKB (http://www.uniprot.org/) есть ан-
нотации о взаимосвязи генов хромосомы 18 и
продуктов их экспрессии с возникновением и
развитием заболеваний. Эти данные крайне важ-
ны в плане перспективы развития методов пост-
геномного профилирования, и, как следствие,

использования результатов для предсказания
рисков развития и диагностики заболеваний.

Как следует из табл. 1, с помощью Progenesis
LC-MS/Mascot идентифицировано 10 белков, в то
время как использование ППМ IdentiProt привело
к увеличению количества выявленных белков хро-
мосомы 18. Помимо 10 белков, обнаруженных с по-
мощью Mascot, использование ППМ IdentiProt
позволило зарегистрировать присутствие в солю-
билизате таких белков, как субъединица 8 сложно-
го комплекса белка-транспортера TRAPP (TP-
PC8_HUMAN) и домен 2 гидролазa-подобной
дегалогеназы галокислоты (HDHD2_HUMAN).
Три белка (ATPA, LAMA1 и THIM) идентифи-
цированы по двум и более пептидам, как в слу-
чае поиска с помощью Mascot, так и при исполь-
зовании IdentiProt. Большинство белков, пред-
ставленных в табл. 1, идентифицированы по
одному пептиду. Тем не менее, с большой долей
вероятности эти идентификации можно считать
достоверными, так как во всех случаях выявлены
протеотипические для этих белков пептиды [25].
Кроме того, определено содержание большин-
ства из них (Average Normalized Abundances). По
данным табл. 1 значения Average Normalized Abun-
dances большинства белков, определенных Progen-
esis LC-MS/Mascot, сопоставимы или совпадают со
значениями содержания белков, найденных Pro-
genesis LC-MS/IdentiProt. Только для одного белка,
а именно бета-тубулина-6 (TBB6_HUMAN), при
использовании Mascot не обнаружено высоко-
специфичных пептидов (т.е. пептидов, автомати-
чески выбираемых программой Progenesis LC-MS
для идентификации и полуколичественной оцен-
ки белков). В случае IdentiProt идентификация и
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количественная оценка бета-тубулина-6 произве-
дена с помощью пептида MASTFIGNSTAIQELFKR,
который также выявлен поисковой системой Mas-
cot для этого белка, но при этом его количество не
установлено.

Можно предположить, что заложенный в ППМ
IdentiProt алгоритм позволил соотнести найден-
ный пептид с большим количеством пиков в спек-
тре фрагментации, тем самым увеличив достовер-
ность идентификации, что позволило присвоить
этому пептиду статус высококачественного, т.е.
используемого для количественной оценки.

Среди белков, идентифицированных по одно-
му пептиду, нами обнаружен основной белок ми-
елина (MBP_HUMAN), специфичный маркер
олигодендроцитов и шванновских клеток [26], что
могло бы указывать на ошибку, исходя из гистоло-
гического представления о ткани яичка. Однако
следует учитывать, что с внедрением масс-спектро-
метрического анализа высокого разрешения и оп-
тимизации алгоритмов поиска пептидов/белков,
возможно обнаружение специфичных белков в сле-
довых концентрациях и в других тканях. Нами про-
веден доскональный анализ протеомных данных,
хранящихся в международном общедоступном хра-
нилище PRIDE (the PRoteomics IDEntifications data-
base) Европейского института биоинформатики
(http://www.ebi.ac.uk/pride), который показал, что
этот белок обнаружен и в таких тканях человека,
как сердце и толстая кишка [27, 28]. Кроме того,
авторы работы [29] также идентифицировали
MBP_HUMAN в тестикулярной ткани методом
панорамной протеомики с использованием ги-
бридного масс-спектрометра Q Exactive HF после
разделения белков с помощью одномерного элек-
трофореза в трициновом геле.

Чтобы подтвердить результаты идентифика-
ции белков хромосомы 18 в солюбилизате тести-
кулярной ткани, мы применили подход, предло-
женный в работе [29], где перед масс-спектромет-
рическим анализом белки разделяли методом
одномерного электрофореза в геле. Масс-спек-
трометрический анализ в срезах геля позволил
определить приведенные в табл. 1 белки по двум и
более пептидам. Например, неспецифическая
цитозольная дипептидаза (CNDP2_HUMAN) и
белок ERGIC-53 (LMAN1_HUMAN) идентифи-
цировали по 6 и 13 высокоспецифичным пепти-
дам соответственно. Таким образом, для перво-
начальной оценки потенциала ППМ IdentiProt по
сравнению с другими поисковыми системами, в
частности с Mascot, можно учитывать также и ре-
зультаты, основанные на выявлении одного про-
теотипического пептида на белок (при условии,
что идентификации прошли фильтр по критерию
FDR < 1%).

Среди идентифицированных белков, коди-
руемых генами хромосомы 18, обнаружен бе-
лок, специфичный для тестикулярной ткани
(E41L3_HUMAN) (табл. 1). Кроме того, нами об-
наружен альфа-ламинин-1 (LAMA1), мутация в
гене которого приводит к развитию синдрома
Поретти–Больтшаузера – аутосомно-рецессив-
ного синдрома, характеризующегося дисплазией
мозжечка с кистами и аномальной формой чет-
вертого желудочка [30]. Кроме того, идентифици-
рован транстиретин (TTHY_HUMAN), мутации
гена которого представляют непосредственную
причину первичного наследственного амилоидо-
за [31].

Чтобы дополнительно проверить эффектив-
ность ППМ IdentiProt для идентификации белков
хромосомы 18, проводили анализ масс-спектров
(MGF-файл, полученный при обработке масс-
спектров в Progenesis LC-MS) с помощью плат-
формы SearchGUI (v. 3.3.1) [32] с использовани-
ем поисковых алгоритмов X!Tandem и MS-GF+.
Входящий в состав платформы интегратор Pep-
tideShaker применен для получения текстового
файла в формате для загрузки в Progenesis LC-MS. В
результате сгенерировано два отчета, по одному
для X!Tandem и MS-GF+, соответственно.
Табл. 2 отражает результаты идентификации бел-
ковых продуктов хромосомы 18 с использовани-
ем Progenesis LC-MS/X!Tandem и Progenesis LC-
MS/MS-GF+. В обоих случаях выявлено по де-
вять белков, что сопоставимо с количеством бел-
ков, идентифицированных с помощью Mascot, но
на три белка меньше, чем установлено ППМ Identi-
Prot. Как и в случае ППМ IdentiProt и Mascot
большая часть белков хромосомы 18 идентифи-
цирована по одному протеотипическому пепти-
ду. Восемь белков найдены как поисковой систе-
мой X!Tandem, так и алгоритмом MS-GF+. Один
белок –E41L3_HUMAN – обнаружен всеми по-
исковыми алгоритмами, кроме MS-GF+. Однако
MS-GF+, как и ППМ IdentiProt, обеспечивал
обнаружение пептида KQVRPMLLVDDR (рис. 2),
специфичного для одного из доменов дегалоге-
назы HDHD2_HUMAN, в то время ни X!Tandem
ни Mascot не позволили его выявить. В отличие
от IdentiProt, оба поисковых алгоритма (X!Tan-
dem и MS-GF+), не выявили пептиды, необходи-
мые для идентификации и количественного анали-
за бета-тубулина-6 (TBB6_HUMAN).

Таким образом, сравнение показало, что в це-
лом ППМ IdentiProt идентифицирует в солюби-
лизате тестикулярной ткани человека несколько
большее число белков хромосомы 18, в то время
как результаты идентификации, полученные с
помощью поисковых алгоритмов Mascot, X!Tan-
dem и MS-GF+ сопоставимы.
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Рис. 2. Масс-спектр и фрагментные ионы пептида KQVRPMLLVDDR, специфичного для домена дегалогеназы гало-
кислоты (HDHD2_HUMAN).
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Таблица 3. Список белков хромосомы 18, идентифицированных в образце тестикулярной ткани человека с по-
мощью комбинации ProteoWizard/ IdentiProt

№
п/п Идентификатор Название белка Последовательность 

пептида

Эксперимен-
тальное 

значение 
отношения 

массы к заряду 
для пре-

курсорного 
иона пептида 

(m/z exp)

Количество 
возможных 

пропущенных 
участков 

расщепления 
трипсином

Время 
удержания
на колонке 

(RT exp)

1 CADH2_HUMAN Кадхерин-2 MFVLTVAAENQVPLAK 865.979 0 49.02

2 UBP14_HUMAN
С-концевая 
убиквитин-
гидролаза 14

RVEIMEEESEQ 689.805 1 29.20

3 CCD68_HUMAN
Биспиральный 
домен-содержа-
щий белок 68

AVSTSELKTEGVS
PYLMLIR 737.389 1 48.91

4 CABYR_HUMAN

Кальций-связы-
вающий белок, 
регулирующий 
фосфорилирова-
ние тирозина

VLEVQVVNQTSVH
VDLGSQPK 569.813 0 24.58

Известно, что программное обеспечение
Progenesis – подходящий инструмент для опре-
деления разницы в содержании (average normal-
ized abundance) белка в разных образцах. Одна-

ко ему не всегда удается автоматически вырав-
нивать технические повторы в наборе данных,
что может снижать число идентифицирован-
ных белков [33].
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Чтобы исключить стадию выравнивания хро-
мато-масс-спектров между собой, мы использовали
ProteoWizard [34] для преобразования исходных
raw-файлов в списки пиков, так как поисковые си-
стемы принимают результаты конвертации в каче-
стве входных данных [35]. При этом ProteoWizard
создает файлы, совместимые с большинством по-
исковых систем. По результатам анализа конвер-
тированных 10 MGF-файлов получены отчеты
для IdentiProt и Mascot по 10 для каждой ППМ.
Идентификация пептидов/белков с помощью
Mascot не привела к изменению списка белков хро-
мосомы 18 по сравнению с поиском в Mascot в ком-
бинации с анализом raw-файлов в Progenesis LC-
MS. В то же время использование IdentiProt способ-
ствовало обнаружению дополнительно четырех
белков, кодируемых хромосомой 18 (табл. 3). При
этом один белок, идентифицированный комбина-
цией Progenesis LC-MS/IdentiProt (субъединица 8
сложного комплекса белка-транспортера TRAPP,
табл. 1), не найден. Анализ клеточной локализации
дополнительно идентифицированных белков пока-
зал, что кадхерин-2 (CADH2_HUMAN) и С-конце-
вая убиквитин-гидролаза 14 (UBP14_HUMAN) –
это мембранные белки, в то время как биспи-
ральный домен-содержащий белок 68
(CCD68_HUMAN) и кальций-связывающий бе-
лок, регулирующий фосфорилирование тирозина
(CABYR_HUMAN) локализованы в цитоплазме.
Два белка, а именно CCD68 и CABYR, специфич-
ны для тестикулярной ткани. Таким образом, сум-
марно ППМ IdentiProt позволила выявить в солю-
билизате тестикулярной ткани человека 16 белков
хромосомы 18, т.е. на шесть белков больше, чем
поисковый алгоритм Mascot.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе путем обработки экспериментальных
данных, полученных на масс-спектрометре Or-
bitrap Q Exactive, совмещенном с нанопотоковой
хроматографической системой, проведено срав-
нение результатов идентификации белков тести-
кулярной ткани человека. Сравнение показало,
что ППМ IdentiProt позволяет получить дополни-
тельные идентификации белков. Проведено сопо-
ставление с коммерческим программным продук-
том Mascot( компания Matrix Science) с закрытым
кодом, а также со свободно распространяемым
программным обеспечением, входящим в пакет
SearchGUI. На примере белков хромосомы 18 чело-
века проведен детальный разбор случаев, в которых
данные различных поисковых машин подтвержда-
ют или дополняют друг друга.

Показано, что для получения максимально
полного протеомного профиля необходимо объ-
единение результатов, полученных несколькими

способами анализа (например, сочетаниями Pro-
genesis LC-MS/IdentiProt или ProteoWizard/Identi-
Prot) исходных масс-спектрометрических данных.

Работа выполнена в рамках Программы фун-
даментальных научных исследований государ-
ственных академий наук на 2013−2020 гг. В работе
использовались данные, полученные ООО “По-
стгентех” (г. Москва).
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE PERFORMАNCE OF Mascot
AND IdentiPy ALGORITHMS ON A BENCHMARK DATASET OBTAINED

BY TANDEM MASS SPECTROMETRY ANALYSIS OF TESTICULAR BIOPSIES
A. V. Lisitsa1, 2, N. A. Petushkova1, *, L. I. Levitsky3, 4, V. G. Zgoda1, О. V. Larina1,

Yu. S. Kisrieva1, V. E. Frankevich5, S. I. Gamidov5

1Orekhovich Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, 119121 Russia
2East China University of Technology, Nanchang, 330013 China

3Institute for Energy Problems of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
4Moscow Institute of Physics and Technology (State University), Dolgoprudny, Moscow Region, 141700 Russia

5Kulakov Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 
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The proteomic profile of human testicular biopsies was performed using tandem mass spectrometry with
electrospray ionization. Obtained mass-spectra were search against the protein database using the commer-
cial search engine Mascot, the non-commercial SearchGUI package and the newly developed tool Identi-
Prot, based on the open source IdentiPy algorithm (http://hg.theorchromo.ru/identipy). The specific feature
of IdentiPy is automatic justification of MS/MS search parameters, which enabled to gain one-third ad-
ditional protein identifications if compared to other search engines used in this work. For the first time
IdentiPy/IdentiProt search was conducted within the Progenesis LC-MS framework, which enabled the
spectra alignment. Results were matched to the alignment-free ProteoWizard converter. For the human
Chr18, application of different search strategies retrieved in total 16 proteins, among them – myelin basic pro-
tein, which was not previously reported for the testicular tissue.

Keywords: biopsy, testicular tissue, proteomics, MS/MS, Mascot, SearchGUI, IdentiProt, chromosome 18
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