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Единый подход к созданию универсальных баз данных
точных масс и времён удерживания пептидных
маркеров белков на основе модели критической

хроматографии биомакромолекул
Изучена возможность приведения к единой, «независимой» от условий разделения,
шкале времён удерживания пептидов, полученных с использованием различных ин-
струментальных ВЭЖХ платформ и протоколов разделения. В частности, была
выдвинута и экспериментально подтверждена концепция линейной корреляции хро-
матографических времён удерживания биомакромолекул, а также были проведены
эксперименты по определению диапазона параметров разделения смесей пептидов,
в которых линейная корреляция соблюдается. На основе выявленной общей функци-
ональной зависимости между хроматографическими временами удерживания пред-
ложена процедура приведения времён удерживания пептидов, измеренных а различ-
ных экспериментальных условиях, к единой универсальной шкале нормализованных
времён удерживания. Предложенная процедура нормализации была протестирована
на экспериментальных данных для сложных протеолитических смесей пептидов. По-
казано, что получаемая точность совпадения нормализованных времён удерживания
в единой шкале составляет порядка 1%, что сравнимо с точностью хроматографи-
ческих измерений. Предложенный в работе подход может быть использован при со-
здании хромато-масс-спектрометрических баз данных пептидных маркеров белков
в задачах «скорострельной» протеомики.
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I. Введение

I.1. Идентификация пептидов
на основе «скорострельной»

протеомики

В настоящее время значительная часть
исследований в биологии сконцентрирова-
на вокруг новой области — протеомики,
целью которой является исследование рас-
пределения белков, их взаимодействия и
модификации внутри клеток живых орга-
низмов. Задачи, решаемые протеомикой,
представляют серьезное испытание для ис-
следователей из-за разнообразия и слож-
ности белков и пептидов, содержащихся в
биологических системах. Постоянно меня-
ющаяся природа протеома является основ-
ной сложностью его анализа: протеомные
исследования требуют проведения анали-

за большого количества образцов, полу-
ченных для определённых физиологиче-
ских состояний или в определённых усло-
виях окружающей среды. В свою очередь
это диктует и стимулирует основную тен-
денцию методического развития аналити-
ческих технологий в протеомике в сторо-
ну повышения скорости и производитель-
ности анализа. Хромато-масс-спектромет-
рия является одной из «базовых» анали-
тических технологий, используемых в про-
теомных исследованиях, в которых масс-
спектрометрия (МС) является основным
методом, используемым в протеомике для
структурной идентификации биомолекул.
Одним из ключевых элементов этой техно-
логии является разделение смесей биомо-
лекул на входе масс-спектрометра. В боль-
шинстве протеомных исследований пеп-
тидная смесь предварительно разделяет-
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ся методами одномерной или двухмерной
высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ). Для каждого пептида
измеряется молекулярный вес, а также мо-
лекулярный вес его фрагментов, получен-
ных тем или иным методом тандемной
масс-спектрометрии (МС/МС). Получен-
ные данные о массах пептида и фрагмен-
тов затем используются в поиске по ба-
зам данных белков с целью его иденти-
фикации. Следует, однако, отметить, что
только от 5 до 15% всех данных, полу-
ченных методами тандемной масс-спектро-
метрии, дают положительную идентифи-
кацию пептидов через базы данных бел-
ков. Причинами этого является, во-пер-
вых, проблема неточности геномных баз
данных, на основе которых производит-
ся поиск и идентификации пептидов с по-
следующим использованием полученных
данных при создании баз данных ВЭЖХ-
МС/МС. Во-вторых, существует пробле-
ма неэффективности и неточности мето-
дов тандемной масс-спектрометрии, на ос-
нове которых производится поиск пеп-
тидов по геномным базам данных бел-
ков с их последующей идентификацией.
Фрагментация методами МС/МС может
быть неполной, либо в неправильном ме-
сте, либо массы фрагментов будут изме-
рены с недостаточной точностью (напри-
мер, неправильно идентифицированы мо-
ноизотопные пики в масс-спектрах фраг-
ментов пептида). Решение этих проблем
видится в интегрировании различных ор-
тогональных методов получения информа-
ции о первичной структуре пептидов и,
в первую очередь, жидкостной хромато-
графии. Поэтому буквально в последние
несколько лет начали развиваться подхо-
ды так называемой «скорострельной» (в
англоязычной литературе — shotgun) про-
теомики, в основе которых лежит идея
использования пептидных маркеров бел-
ков. В качестве маркеров могут выступать
меченные изотопами пептиды либо пепти-
ды, уникальные для того или иного бел-
ка. В последние годы было показано, что,
если масса пептида может быть измере-
на с точностью, достаточной для уникаль-
ной идентификации пептида, предсказан-
ного для конкретной геномной последова-
тельности, такой пептид может быть ис-
пользован как биомаркер соответствующе-
го родительского белка. Это в свою оче-

редь даёт возможность проведения коли-
чественной высокопроизводительной иден-
тификации белков на основе хромато-масс-
спектрометрических методов анализа без
использования рутинных масс-спектромет-
рических подходов к секвенированию, ос-
нованных на фрагментации ионов пеп-
тидов. Результатом хромато-масс-спектро-
метрического анализа является база дан-
ных точных масс для точно определён-
ных пептидных последовательностей и со-
ответствующих им хроматографических
времён удерживания. Такие базы данных
получили название баз данных точных
масс и времён пептидных меток, или мар-
керов, белков (Accurate Mass and Time,
AMT, tags), которые в процессе «просто-
го» (без использования тандемной масс-
спектрометрии) хромато-масс-спектромет-
рического анализа могут использоваться
как биомаркеры на наличие в образце того
или иного белка. Создание таких баз дан-
ных AMT потенциально позволит количе-
ственно идентифицировать тысячи белков
за время одного анализа (порядка 1 ча-
са) [1–4]. Несмотря на кажущуюся про-
стоту и даже «тривиальность», развитию
метода АМТ и его широкому использова-
нию препятствует тот факт, что в отличие
от масс, которые однозначно привязаны
к шкале масс элементов, хроматографиче-
ские данные не универсальны: они зависят
от конкретных экспериментальных усло-
вий разделения и используемых инстру-
ментальных платформ. Поэтому, прежде
чем включать хроматографические време-
на в базу данных АМТ, следует разра-
ботать процедуру приведения хроматогра-
фических времён удерживания пептидов к
единой шкале и сделать их «независимы-
ми» от условий хроматографического раз-
деления. Решение этой задачи было основ-
ной целью работы.

I.2. Создание баз данных АМТ:
проблема стандартизации времён

удерживания

Ранее неоднократно делались попыт-
ки введения единой процедуры нормали-
зации хроматографических данных. На-
пример, в работе Петритиса с коллегами
из Тихоокеанской северо-западной наци-
ональной лаборатории США было пред-
ложено нормализовывать эксперименталь-
ные времена удерживания приведением их
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к отрезку [0; 1] с помощью линейного урав-
нения y = k ·x+m, где коэффициент m от-
вечает за так называемые «мёртвые» объ-
ёмы удерживания, а k — за наклон гра-
диента [5]. При этом сами коэффициенты
линейного уравнения авторы предложили
находить эмпирически с помощью генети-
ческого алгоритма, широко применяюще-
гося, в частности, в биоинформатике. В ос-
нове используемого ими генетического ал-
горитма лежит итерационный процесс оп-
тимизации коэффициентов k и m [6].
Другой подход к нормализации хрома-

тографических времён удерживания так-
же основан на использовании линейного
преобразования, коэффициенты в котором
вычисляются с помощью выбранного внут-
реннего стандарта [7]. Причём хромато-
грамма реального образца делится на вре-
менные интервалы по временам выхода
пептидов стандарта, и для каждого вре-
менного отрезка вычисляются коэффици-
енты линейного уравнения k и m на осно-
ве экспериментальных времён удержива-
ния пептидов внутреннего стандарта. Вре-
мена удерживания пептидов, вышедших
из колонки в определённом временном ин-
тервале, нормализуются в этом интервале
с использованием соответствующих калиб-
ровочных коэффициентов.
Группа из исследовательского центра

рака в Вашингтоне предложила использо-
вать в качестве нормализованных времён
удерживания расчётные значения гидро-
фобности пептидов [4], обуславливая та-
кой подход линейной корреляцией меж-
ду гидрофобностью пептидов и их хро-
матографическими временами удержива-
ния [8].
Следует отметить, что применение всех

предложенных до сих пор подходов к стан-
дартизации времён удерживания ограни-
чивается необходимостью придерживать-
ся жёстко заданного экспериментального
протокола разделения или определённого,
заранее выбранного, хроматографическо-
го стандарта — калибранта. Это приво-
дит к тому, что создаваемые таким об-
разом хроматографические базы данных
становятся привязанными к конкретным
экспериментальным условиям и используе-
мым инструментальным комплексам. Воз-
никает серьезная дилемма: с одной сторо-
ны, создание баз данных для протеомов
сложных организмов требует одновремен-

ных усилий со стороны разных исследова-
тельских групп и лабораторий в рамках
совместных проектов, с другой стороны,
не существует в настоящее время общего
подхода к созданию баз данных, не привя-
занных к конкретным экспериментальным
условиям. Иными словами, базы данных,
особенно в части, касающейся хромато-
графических времён удерживания, не яв-
ляются универсальными или переносимы-
ми с одной инструментальной платформы
на другую, и становится неясным, каким
образом создавать базы данных, в кото-
рых заложены хроматографические време-
на удерживания пептидных маркеров бел-
ков. Цель настоящей работы — разработ-
ка процедуры нормализации хроматогра-
фических времён удерживания при созда-
нии баз данных АМТ, позволяющей приве-
сти экспериментальные хроматографиче-
ские данные для пептидов к единой, уни-
версальной шкале времени.

II. Результаты и обсуждение

II.1. Описание экспериментальных
условий

Эксперименты по разделению и иден-
тификации индивидуальных пептидов и
их смесей проводились на наносистеме
Ultimate 3000 (Dionex, США), которая
имела в качестве детектора масс-спектро-
метр на основе линейной радиочастотной
ионной ловушки LTQ (Thermo Fisher, Бре-
мен, Германия). Масс-спектрометр был
оборудован наноэлектроспреем (Proxeon
Biosystems, Оденсе, Дания), позволяю-
щим получать многозарядные макромоле-
кулярные ионы, которые затем фрагмен-
тировались в ионной ловушке в столк-
новениях с молекулами буферного газа
(CAD). Разделение смесей пептидов про-
изводилось при скоростях подачи раство-
рителя в диапазоне от 200 до 400 нл/мин
для различных профилей градиента би-
нарной смеси растворителя вода-ацетонит-
рил в диапазоне от 0,3%B до 1,7%B в ми-
нуту. Время нарастания градиента варьи-
ровалось от 30 до 120 мин. Мобильная
фаза состояла из двух компонентов: (А)
98% воды, 1,9% ацетонитрила, 0,1% мура-
вьиной кислоты и (В) 80% ацетонитрила,
19,9% воды, 0,1% муравьиной кислоты.
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В работе использовались коммерческие
стандарты протеолитических смесей бел-
ков: дайджест белка Cytochrome C и дай-
джест шести белков 6 Protein Mixture,
производимые фирмой Dionex/LCPacking
(USA).
Для расчётов теоретических времён

удерживания нами была использована мо-
дель предсказания хроматографических
объёмов/времён удерживания биомолекул
по их аминокислотной последовательно-
сти на основе концепции жидкостной хро-
матографии в критических условиях [11],
реализованная в виде программного обес-
печения «Теоретический хроматограф».
«Теоретический хроматограф» позволяет
предсказывать времена удерживания бел-
ков и пептидов в зависимости от их пер-
вичной структуры при заданных экспери-
ментальных параметрах разделения: (1)
параметры колонки (внутренний диаметр
и длина колонки, размер пор, фактор, по-
казывающий долю пространства в колон-
ке, занятую твёрдой фазой); (2) профиль
градиента и (3) состав компонентов раство-
рителя. Для расчёта времён удерживания
«Теоретический хроматограф» использо-
вались полученные нами ранее [11, 12]
эффективные энергии адсорбции для 20
наиболее часто встречающихся природных
аминокислот, а также C- и N-концевых
групп.

II.2. Концепция линейной
корреляции хроматографических

времён удерживания

В основе подхода, рассмотренного в
данной работе, лежит предположение о ли-
нейной корреляции времён удерживания

пептидов, полученных в разных услови-
ях разделения, наиболее широко исполь-
зуемых в протеомных исследованиях. Дей-
ствительно, если у нас наблюдается линей-
ная корреляция между хроматографиче-
скими данными, полученными в различ-
ных условиях разделения, то достаточ-
но выбрать определённые условия в ка-
честве стандарта и «привязывать» экспе-
риментальные данные к данным, соответ-
ствующим этим стандартным условиям че-
рез элементарную процедуру нормировки.
Нормализованные таким образом времена
удерживания можно вносить в базы дан-
ных, поскольку в этом случае пептид А в
любых экспериментах будет иметь после
нормализации те же абсолютные значения
точных времен, что и в базе данных.

II.3. Экспериментальная проверка
концепции линейности

хроматографических данных

Для проверки, насколько применима
концепция линейной корреляции экспе-
риментальных хроматографических вре-
мён удерживания и определения диапазо-
на экспериментальных параметров разде-
ления, в рамках которых она выполняет-
ся, нами был проведён ряд экспериментов
по выявлению влияния на времена удержи-
вания следующих параметров разделения:
скорость градиента, скорость потока би-
нарной смеси растворителя, характеристи-
ки колонок. Параметры использованных
хроматографических колонок и их произ-
водители представлены в табл. 1. Влияние
указанных параметров также было иссле-
довано с использованием различных хро-
матографических систем от разных произ-
водителей.

Т а б л и ц а 1
Параметры хроматографических колонок, использовавшихся в экспериментах

Колонка Производитель Фаза i.d., Длина, Размер частиц, Размер пор,
мкм мм мкм Å

1 LC-Parcking PepMap C18 75 150 3 100
2 LC-Parcking PepMap C18 75 250 3 100
3 Waters Atlanties C18 75 150 3 100
4 LC-Parcking PepMap C18 75 150 5 100
5 LC-Parcking PLRP-S 75 150 5 300
6 Merk Si Monolith 100 150 N/A 130
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Т а б л и ц а 2
Коэффициенты линейной корреляции экспериментальных времён удерживания
пептидов протеолитической смеси пептидов белка Cytochrome C для различных

условий разделения, использовавшихся колонок и протоколов

Наклон градиента
1,7%B/мин 1,2%B/мин 1,4%B/мин 0,8%B/мин 0,4%B/мин 0,3%B/мин

Колонка 1 0,992 0,998 0,998 0,997 0,995 0,988
Скорость потока растворителя

200 нл/мин 300 нл/мин 400 нл/мин
0,8%В/мин 0,998 0,998 0,997

Колонка
1 2 3 4 5 6

1,7%В/мин 0,994 0,994 0,978 0,992 0,974 0,990
0,3%В/мин 0,988 0,992 0,966 0,990 0,967 0,988

Рис. 1. Линейная корреляция времён удерживания пептидов протеолитического дай-
джеста белка Cytochrome C и коммерческого стандарта, состоящего из 6 белков, по-
лученных в различных лабораториях для различных экспериментальных условий и
протоколов разделения. Система 1: градиентный ВЭЖХ хроматограф Agilent 1200 с
колонкой на обращенной фазе (ИНЭП ХФ РАН, Москва). Система 2: градиентный
ВЭЖХ хроматограф Dionex Utlimate 3000 с колонкой на обращенной фазе (CEA,
Гренобль). Для обеих систем использовались различные протоколы разделения, отли-
чающиеся как профилем градиента, так и составом бинарной смеси растворителей

На рис. 1 представлен пример корреля-
ции между хроматографическими време-
нами удерживания, полученных в разных
лабораториях для протеолитических сме-
сей пептидов белка Cytochrome C и стан-
дартного набора 6-ти белков. В табл. 2
суммированы результаты измеренных ко-
эффициентов линейной корреляции для
различных протоколов и параметров раз-
деления. Как видно из представленной
таблицы, наблюдается высокая линейная
корреляция между экспериментальными

данными, что подтверждает изначальное
предположение о «линейности» хромато-
графических данных. Следует отметить,
что выбранные нами протоколы и пара-
метры разделения охватывают практиче-
ски весь диапазон экспериментальных па-
раметров, используемых в современных
протеомных исследованиях при решении
задачи идентификации и количественно-
го анализа белков на основе хромато-масс-
спектрометрии и протеомных баз данных.
Осталось только понять, всегда ли при-
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менима концепция «линейности» хрома-
тографических данных для пептидов. На
первый взгляд, концепция линейности вы-
глядит тривиальной. Действительно, если
обратиться к базовому уравнению жид-
костной хроматографии:

Vудерживание = Vмёртвый объём+KD ·Vобъём пор,

где KD — хроматографический коэффи-
циент распределения, то, поскольку KD

пропорционален энергии адсорбции и не
зависит от условий разделения (для од-
ной и той же кислотности и ряда других
химических свойств бинарной смеси рас-
творителя), линейность между временами
удерживания должна всегда наблюдаться.
Однако это упрощённый взгляд на при-
роду разделения пептидов, который исхо-

дит из представления о чисто адсорбцион-
ном механизме разделения по аналогии с
разделением низкомолекулярных соедине-
ний. Вместе с тем ранее нами было показа-
но [11–13], что разделение пептидов нель-
зя рассматривать по аналогии с разделе-
нием низкомолекулярных соединений, по-
скольку для них, как и в случае макро-
молекул, существуют три режима разделе-
ния в зависимости от хроматографических
условий: адсорбционный (разделение идёт
через механизмы адсорбции), эксклюзион-
ный (определяемый энтропийными факто-
рами) и переходный, критический (между
эксклюзией и адсорбцией). В зависимости
от режима разделения в случае пептидов
наблюдается изменение порядка выхода из
хроматографической колонки.

Рис. 2. Изменение порядка выхода пептидов, имеющих близкие времена удержи-
вания, при изменении условий градиентного элюирования. Хроматограммы пепти-
дов TGPNLHGLFGR и MIFAGIK, полученные при изменении наклона градиента с
1,7%B/мин (2а) на 0,3%B/мин (2б)

На рис. 2 приведён пример, получен-
ный нами для протеолитической смеси
пептидов белка Cytochrome C, который ил-
люстрирует обозначенную выше проблему.
Пептиды TGPNLHGLFGR и MIFAGIK из
этой смеси имеют близкие значения вре-
мён удерживания. При изменении скоро-
сти градиента меняется порядок выхода
этих пептидов из хроматографической ко-

лонки. Это наглядный пример проявле-
ния «макромолекулярной» сущности по-
ведения биомолекул в условиях хромато-
графического разделения на обращенной
фазе. При быстром градиенте разделение
пептидов идёт в эксклюзионном режиме
и время удерживания определяется не ад-
сорбцией пептидов (как в случае медленно-
го градиента), а длиной аминокислотной
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последовательности пептидов. В результа-
те более длинный пептид TGPNLHGLFGR
выходит раньше, несмотря на то, что его
адсорбционные свойства выше, чем у бо-
лее короткого пептида MIFAGIK. Таким
образом, проблема линейности между экс-
периментальными хроматографическими
временами удерживания для пептидов не
является тривиальной и требует дальней-
ших систематических исследований. На ос-
нове полученных данных мы можем толь-
ко констатировать тот факт, что в ши-
роком диапазоне и, что особенно важ-
но, в пределах экспериментальной ошиб-
ки измерения времён удерживания пепти-
дов в современной хроматографии концеп-
ция «линейности» соблюдается. Это поз-
воляет утверждать о возможности введе-
ния единой (с точки зрения протоколов
разделения или используемых хроматогра-
фических систем) шкалы времён удержи-
вания, или, точнее, нормализованных вре-
мён удерживания, на основе простых ли-
нейных соотношений. Таким образом, за-
дача сводится к нахождению процедуры
такой нормализации, которая позволит из-
бежать ограничений чисто эмпирических
подходов, упомянутых выше, и при этом
решить проблемы, связанные с изменения-
ми порядка выхода пептидов при измене-
нии экспериментальных параметров, при-
мер которых представлен на рис. 2.

II.4. Модель BioLCCC как основа
единой шкалы времён удерживания

Для решения проблемы нормализации
экспериментальных данных при создании
баз данных пептидных маркеров белков
нами предлагается использовать методы
предсказания теоретических времён удер-
живания в зависимости от аминокислот-
ных последовательностей пептидов и кон-
кретных условий разделения. В основе
предлагаемого подхода лежит ранее пред-
ложенная нами модель хроматографиче-
ского разделения пептидов BioLCCC, раз-
витая на основе критической хромато-
графии биомакромолекул [11–13]. Модель
BioLCCC позволяет однозначно предска-
зывать времена удерживания пептидов в
зависимости от их аминокислотной после-
довательности, наличия и локализации по-
сттрансляционных модификаций, а так-
же в комбинации с масс-спектрометрией

высокого разрешения определение неиз-
вестных последовательностей (секвениро-
вание de novo) [14]. Используя теорети-
ческое предсказание времён удерживания
для выбранного пептидного стандарта (на-
пример, протеолитическая смесь пептидов
белка Cytochrome C), можно ввести новую
шкалу времени, в которой эксперименталь-
ные значения времён удерживания иссле-
дуемых пептидов будут иметь одни и те же
(для одних и тех же пептидов) нормали-
зованные времена. В основе предлагаемой
процедуры нормализации лежит рассмот-
ренное выше предположение о том, что
хроматографические данные, полученные
для одних и тех же образцов на различных
хроматографических системах с исполь-
зованием различных хроматографических
колонок, состава мобильной фазы и про-
филя градиента, линейно коррелируют, то
есть для одного и того же пептида

RTэксп. 1 = a · RTэксп. 2 + b.

Дальнейшее построение шкалы нор-
мализованных времён делается следую-
щим образом: выбирается пептидный стан-
дарт, для которого рассчитываются теоре-
тические значения времён удерживания в
условиях единого, заранее определённого
протокола разделения («базисный» прото-
кол). Далее теоретические времена удер-
живания для пептидов стандарта нормали-
зуются в диапазоне [0; 1], где время удер-
живания для наиболее гидрофобного пеп-
тида стандарта выбирается равным 1,0 (в
принципе приведение шкалы времени в
отрезок [0; 1] необязательно, однако пред-
ставляется более удобным с точки зрения
общности шкалы). Подставляя в линей-
ное уравнение экспериментальные и тео-
ретические значения времён удерживания
RTst,i для пептидов стандарта, определя-
ются калибровочные коэффициенты:

RTst,i(теор. норм.) = a · RTst,i(эксп.) + b.

Используя полученные калибровочные
коэффициенты a и b, все эксперименталь-
ные времена RTexp,i для исследуемых пеп-
тидов переводятся в новую шкалу норма-
лизованных времён с помощью опять же
линейного уравнения

RTexp,i(норм.) = a · RTexp,i(эксп.) + b.

Рассмотренная процедура нормализа-
ции схематически представлена на рис. 3.
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Ясно, что поскольку шкала времени при-
вязана к теоретическим временам удержи-
вания стандарта в одних и тех же усло-
виях разделения, то после нормализации
экспериментальные времена удерживания
пептидов, полученные в различных усло-
виях разделения, при использовании раз-
личных профилей градиентов и разных
хроматографических систем, становятся
едиными для всех пептидов. Предложен-

ная процедура аналогична процедуре ка-
либровки в масс-спектрометрии, при ко-
торой измеряемые физические величины
(например, циклотронные частоты в масс-
спектрометрии ионного циклотронного ре-
зонанса, или времена пролёта во время-
пролётных масс-спектрометрах) привязы-
ваются к единой шкале масс на основе уг-
лерода 12C.

Т а б л и ц а 3
Сравнение экспериментальных времён удерживания пептидов
TGPNLHGLFGR и MIFAGIK с предсказанными на основе
разработанной авторами модели BioLCCC для различных

профилей градиента

Градиент от 0 до 50%B в те-
чение 30 минут

Градиент от 0 до 35%B в те-
чение 120 минут

Пептид TGPNLHGLFGR MIFAGIK TGPNLHGLFGR MIFAGIK
RTexp, мин 20,31 20,64 64,89 61,45
RTтеор, мин 20,37 21,31 64,8 60,45

Рис. 3. Схематическое представление пред-
ложенной в работе процедуры нормализа-
ции экспериментальных хроматографических
данных для пептидов на основе модели
BioLCCC

Очевидно, что для предложенной про-
цедуры нормализации пептиды, меняю-
щие свой порядок выхода из колонки,
представляют определённую сложность:
никаким линейным преобразованием вре-
мён удерживания мы не получим инвер-
сии порядка выхода пептидов при изме-

нении протокола элюирования. Использо-
вание модели BioLCCC для предсказания
времён удерживания позволяет решить
эту проблему. Действительно, поскольку
модель BioLCCC основана на «макромоле-
кулярном» представлении о процессе раз-
деления пептидов в условиях градиентно-
го элюирования, эта модель является на
сегодняшний день единственной, учитыва-
ющей переход от адсорбционного к экс-
клюзионному режиму разделения для пеп-
тидов. В табл. 3 представлены результа-
ты расчёта теоретических времён удержи-
вания для пептидов TGPNLHGLFGR и
MIFAGIK из рассмотренного выше приме-
ра инверсии выхода при изменении ско-
рости нарастания градиента (рис. 2). Как
видно из этой таблицы, модель BioLCCC
не только правильно предсказывает поря-
док выхода указанных пептидов, но и даёт
правильные количественные оценки изме-
нения абсолютных значений времён выхо-
да для конкретных хроматографических
условий. Для решения проблемы инверсии
в задаче нормализации времён удержива-
ния можно предложить следующий под-
ход: с помощью модели BioLCCC прове-
ряется наличие инверсии порядка выхода
близких по удерживанию пептидов при пе-
реходе от реального хроматографического
протокола к «базисному», в котором со-
здаётся единая шкала нормализованных
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времен. В случае обнаружения такой ин-
версии данным пептидам приписываются
теоретические нормализованные времена
удерживания, которые и используются в
дальнейшем при создании баз хроматогра-
фических данных.

II.5. Экспериментальная проверка
нормализации времён удерживания
пептидов на основе модели BioLCCC

Экспериментальная проверка предло-
женной процедуры нормализации осу-
ществлялась на примере протеолитиче-
ской смеси белка Cytochrome C, который
нами был выбран в качестве стандарта.
В этом смысле полученные данные мож-
но рассматривать как аналогию опреде-
ления точности калибровки масс-спектро-
метров на основе сравнения эксперимен-
тальных и теоретических масс веществ
калибранта после калибровки. В табл. 4
представлены результаты обработки и нор-
мализации времён удерживания пептидов

дайджеста, полученные в результате из-
мерений, проведённых при использовании
различных хроматографических систем и
протоколов разделения. В качестве «базис-
ного» протокола нами был выбран так на-
зываемый протокол Pilot, предлагаемый
фирмой Dionex/LCPacking: 60 мин гради-
ент со скоростью нарастания градиента
0,8%B/мин, в бинарной смеси вода аце-
тонитрил (фаза А 98% вода /2% аце-
тонитрил; фаза В 20% вода /80% аце-
тонитрил) с кислотностью растворителя
pH = 2, пропускаемой через капилляр-
ную наноколонку (75 мкм внутренний диа-
метр, 150 мм длина) на обращенной фа-
зе C18 со скоростью потока 300 нл/мин.
Полученные предварительные данные сви-
детельствуют о том, что предложенная
процедура нормализации хроматографи-
ческих времён удерживания пептидов поз-
воляет получать универсальные времена
удерживания с точностью порядка 1–2%,
что сравнимо с точностью хроматографи-
ческих экспериментов.

Т а б л и ц а 4
АМТ базы данных для протеолитической смеси белка Cytochrome C

№ Последовательность M m/z (I) (II) (III) Ср. зн.
1 KYIPGTK 805,5 403,8 0,3532 0,3540 0,3692 0,3588
2 YIPGTK 677,4 678,4 0,3883 0,3853 0,3804 0,3847
3 IFVQK 633,4 634,4 0,4199 0,4176 0,4010 0,4128
4 KTGQAPGFSYTDANK 1583,8 528,9 0,4821 0,4949 0,5053 0,4941
5 TGQAPGFSYTDANK 1455,7 729 0,5520 0,5469 0,5611 0,5533
6 KGEREDLIAYLK 1433,8 479,1 0,6382 0,6399 0,6708 0,6496
7 TGPNLHGLFGR 1167,6 390,4 0,6694 0,6767 0,6557 0,6673
8 MIFAGIK 778,4 390,3 0,6850 0,6859 0,6562 0,6757
9 EDLIAYLK 963,5 482,9 0,7989 0,7817 0,7692 0,7833
10 IFVQKCAQCHTVEK 1632,8 545,5 0,8408 0,8439 0,8861 0,8569
11 GITWGEETLMEYLENPKK 2137 713,7 0,9326 0,9464 0,9581 0,9457
12 GITWGEETLMEYLENPK 2008,9 1005,7 1,0185 1,0079 1,0131 1,0132
Полученные нами времена удерживания нормализованы по предложенной в работе проце-
дуре, основанной на использовании модели критической хроматографии биомакромолекул
BioLCCC. Нормализованные времена удерживания представлены в колонках (I) — (III), соот-
ветствующих различным условиям градиентного элюирования: (I) 4–50%B в течение 60 мин,
(II) 0–50%B в течение 30 мин, (III) 0–35%B в течение 120 мин. Средняя ошибка нормализо-
ванных времён (отклонение нормализованного времени от среднего для каждого из пепти-
дов), полученных для различных экспериментальных условий, составляет около 1%
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