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Резюме
Цель исследования. Проведение комплексного протеомного анализа пептидного состава «легкой» пептидной фракции ле-
карственного препарата (ЛП) Церебролизин.
Материал и методы. Гибридная масс-спектрометрия (МС) с орбитальными ловушками ионов с последующим использова-
нием современных алгоритмов de novo МС-секвенирования.
Результаты. Установлены аминокислотные последовательности 14 635 пептидов, соответствующих 1643 нейрональным 
белкам протеома свиньи. Анализ аннотации протеома человека показал, что выявленные пептиды ЛП Церебролизин мо-
гут являться пептидами-миметиками соответствующих пептидов человека. В частности, найдено 405 пептидных фрагмен-
тов, соответствующих 300 известным биологически активным пептидам, в том числе фрагментам антибактериальных (де-
фенсины, гистатины), иммуномодуляторных (гранулин, мансерин) и вазоактивных (эндотелин, VIP) пептидов. При этом 
8953 из 14 635 пептидов могут являться модуляторами активности 275 сигнальных белков человека, в том числе ингиби-
ровать киназы CDK1, CDK2, TGFBR2, GSK3, MTOR, проапоптотические ферменты-каспазы CASP1, CASP3 и CASP6 и др. 
Результаты исследования подтвердили наличие в составе ЛП Церебролизин Leu- и Мет-энкефалинов, фрагментов нейро-
пептидов орексина, нейропептида VF, галанина и фактора роста нервов, оказывающих нейротрофическое действие.
Заключение. Результаты протеомного исследования пептидного состава ЛП Церебролизин указывают на широчайший круг 
молекулярных механизмов, обусловливающих его фармакологическое действие.
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Abstract
Objective. To analyze the peptide composition of a light peptide fraction of cerebrolysin.
Material and methods. Mass spectrometry (MS) with orbital ion traps and modern de novo MS-sequencing algorithms was per-
formed.
Results. The amino acid sequences of 14 635 peptides corresponding to the 1643 porcine proteome neuronal proteins are identi-
fied. An analysis of the human proteome annotation shows that these peptides can mimic the corresponding human peptides. In 
particular, 405 peptide fragments correspond to 300 known biologically active peptides, including fragments of antibacterial pep-
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Лекарственный препарат (ЛП) Церебролизин, изго-

тавливаемый на основе пептидного экстракта мозга моло-

дых свиней, проявляет нейротрофический и нейропротек-

тивный эффекты, важные для восстановления пациентов 

после ишемического инсульта (ИИ) и терапии деменции 

[1]. Экспериментальные исследования указали на нейро-

трофический [2], нейропротективный [3], ноотропный [4, 

5], противоболевой и прот ивовоспалительный [6], анти-

конвульсантный [7] и противоопухолевый [8] эффекты ЛП 

Церебролизин. Клинические исследования показали эф-

фективность и безопасность использования ЛП Церебро-

лизин для терапии острого ИИ [9], после черепно-мозго-

вых травм (ЧМТ) и субарахноидальных кровоизлияний 

[10], при когнитивных нарушениях [11] и расстройствах 

 аутистического спектра [12], а также подтвердили проти-

вовоспалительный и антиоксидантный эффекты [13]. Ме-

таанализы клинических исследований подтвердили целе-

сообразность применения ЛП Церебролизин в терапии 

острого ИИ [14], болезни Альцгеймера умеренной тяжести 

[15] и ЧМТ [16].

Клиническая эффективность ЛП Церебролизин об-

условлена особенностями его пептидного состава. Срав-

нительное экспериментальное исследование нескольких 

нейропептидных экстрактов животного происхождения 

показало, что только ЛП Церебролизин способствовал 

улучшению результатов неврологического тестирования в 

модели ИИ [17]. Нейропластическое действие препарата 

обусловлено воздействием на нейрональную сигнальную 

систему фактора роста нервов (ФРН) [18], что отчасти под-

тверждается результатами нейроцитологических исследо-

ваний [19]. Анализы пептидного состава препарата, про-

веденные ранее с использованием стандартных процедур 

секвенирования белков, указали на наличие в его составе 

пептидных фрагментов энкефалинов [20], ФРН, орексина, 

галанина и др. [21].

Таким образом, получение максимально полной ин-

формации о пептидном составе представляет собой одно 

из важнейших направлений фундаментальных исследова-

ний ЛП Церебролизин. Опубликованная к настоящему вре-

мени информация о пептидах ЛП Церебролизин заведомо 

неполна. Например, полученный ранее масс-спектр ЛП 

Церебролизин указал на наличие в его составе десятков ты-

сяч пептидов в диапазоне масс 200—6000 Да с максималь-

ным количеством пептидов в сравнительно «легкой» пеп-

тидной фракции (до 1500 Да) [20]. Поэтому для комплекс-

ного анализа пептидного состава ЛП Церебролизин 

следует использовать высокоточную масс-спектрометрию 

(МС) с микросеквенированием выделяемых пептидов.

Попытка проведения такого анализа ЛП Цереброли-

зин была предпринята ранее [22]. Однако данную работу 

отличает несколько особенностей, которые нельзя не под-

черкнуть. Во-первых, авторы приобрели образцы ЛП Це-

ребролизин в интернет-магазине, не у лицензированного 

дистрибьютора препарата (в том числе аптека) и не у фир-

мы-производителя. Следовательно, нельзя исключить то-

го, что в работе [22] изучался не сам ЛП Церебролизин, а 

контрафактное изделие.

Во-вторых, в работе утверждается, что методом de novo-

секвенирования (программный пакет PEAKS) были уста-

новлены последовательности 638 пептидов. Такое весьма 

малое количество пептидов — довольно странный резуль-

тат для масштабного протеомного исследования, в кото-

ром изучаются десятки тысяч пептидных фрагментов. Чрез-

вычайно малое количество пептидов указывает на крайне 

низкую эффективность использованных в работе проце-

дур анализа МС-данных [22].

В-третьих, приводимые примеры аминокислотных по-

следовательностей пептидов подтверждают сделанное вы-

ше предположение о возможной контрафактности иссле-

дованных авторами [22] образцов. Авторы утверждают, что 

не нашли в исследованных ими образцах никаких пептид-

ных фрагментов ростовых факторов, а нашли преимуще-

ственно фрагменты тубулина, актина и основного миели-

нового белка. Поэтому, как отметили и сами авторы рабо-

ты, полученные ими результаты указывают на проблемы, 

связанные в большей мере с приобретением лекарств по 

Интернету, чем на пептидный состав ЛП Церебролизин. 

Тем не менее данная статья является фактически един-

ственной опубликованной ранее работой, в которой заяв-

ляется о применении современных методов протеомики к 

анализу ЛП Церебролизин.

Цель исследования — проведение МС-исследования 

пептидного состава ЛП Церебролизин с использованием 

одной из передовых технологий современной протеомики 

tides (defensins, histatins), immunomodulatory (granulin, manserin) and vasoactive (endothelin, VIP) peptides. At the same time, 
8953 of 14 635 peptides can modulate the activity of 275 human signaling proteins, including kinases CDK1, CDK2, TGFBR2, 
GSK3, MTOR, pro-apoptotic caspases CASP1, CASP3 and CASP6 etc. The results confirm the presence of Leu- and Met-enkeph-
alins, fragments of neuropeptide orexin, neuropeptide VF, galanin and nerve growth factor that have a neurotrophic effect.
Conclusion. The results of a proteomic study of the peptide composition of cerebrolysin indicate the widest range of molecular 
mechanisms responsible for the clinical efficacy of this drug.

Keywords: Cerebrolysin, proteomics, mass-spectrometry, de novo sequencing, algorithms for big data analysis.
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— гибридного масс-спектрометра, соединяющего в себе 

возможности хроматографического выделения ионов и 

многомерного МС-анализа.

Материал и методы
В ходе исследования был изучен состав образцов пеп-

тидной фракции ЛП Церебролизин трех различных серий 

(серия B4RF1A, дата выпуска 06.2018; серия PB2298, дата 

выпуска 06.2014; серия A4AB1A, дата выпуска 02.2015), 

приобретенных в государственных аптеках Москвы. Все 

образцы были с действующим сроком годности, выпуще-

ны в течение 4 последних лет и изучены при различных ус-

ловиях протеомного эксперимента. В целом было прове-

дено 10 независимых протеомных МС-экспериментов.

Процесс экспериментального исследования пептид-

ного состава ЛП Церебролизин состоял из трех основных 

этапов: очистки препарата, хроматографического разделе-

ния пептидов и МС-анализа пептидной фракции с парал-

лельной идентификацией аминокислотных последователь-

ностей пептидов.

Очистка препарата состояла в отделении липидной 

фракции и обессоливании для получения очищенной пеп-

тидной фракции. Для очистки препарата от липидной 

фракции использовали модифицированный метод Брокер-

хоффа—Даусона—Хюбшера [23]. Сначала проводили мяг-

кое щелочное дезацилирование фосфолипидов. Методику 

отрабатывали на смеси 1 мл протеолипосом из 1—20 мг 

фосфатидилхолина и 0,05—0,2 мг бацитрацина или грами-

цидина А. Лиофилизировали 1 мл образца очищенного ЛП 

Церебролизин, доливали гексан, метанол (1:1, v/v) и раз-

водили в 2 раза раствором 0,25М NaOH в метаноле. Инку-

бировали 45 мин при встряхивании при комнатной темпе-

ратуре, включая 15 мин при t=75 °C. Последовательно до-

бавляли метанол, гексан и воду (1:4:4, v/v), перемешивали 

и центрифугировали 1 мин при 1000 g. Фракцию с гекса-

ном отделяли, водно-метанольную — нейтрализовали HCl 

до pH 4—6. К нейтрализованной водно-метанольной фрак-

ции добавляли гексан, перемешивали, центрифугировали 

1 мин при 1000 g, осторожно отсасывали фракцию с гекса-

ном, не затрагивая осадок на границе раздела фаз. Повто-

ряли процедуру 4 раза. Водно-метанольную фракцию объ-

единяли, лиофилизировали, осадок ресуспендировали сна-

чала в смеси метанол : вода (1:1), супернатант сливали, 

затем в смеси хлороформ : метанол (1:1), 0,2% ТФУ, супер-

натанты объединяли, высушивали от хлороформа и обес-

соливали.

Обессоливание пептидной фракции проводили на ми-

ни-колонке при помощи центрифугирования [24]. В ми-

ни-колонку 0,75´4,5 см («Raining Instrument», США) нали-

вали 2 мл сефадекса G-10 («Pharmacia», Швеция), декан-

тированного в смеси метанол : вода (85:15, v/v), каплями 

наливали 160 мкл того же раствора и уравновешивали на 

центрифуге 1 мин при 1000 g. Процедуру повторяли до тех 

пор, пока на выходе не оставалось 150 мкл раствора. Кап-

лями 150 мкл образца наносили на гель и центрифугиро-

вали, как описано выше. Гель после однократного исполь-

зования заменяли. После процедуры обессоливания поте-

ри белка составляли не более 35%.

Протеомный анализ пептидов

Протеомный анализ пептидов осуществляли высо-

коэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) 

с использованием системы Ultimate 3000 RSLCnano 

(«Thermo Scientific», США), соединенной с масс-спектро-

метром  Q-exactive HFX («Thermo Scientific», США). МС-

орбиталь ные «ловушки ионов» в составе таких масс-

спектрометров работают в режиме высокого разрешения 

и позволяют проводить идентификацию молекул пептидов 

и белков небольшого размера. Быстрая скорость скани-

рования и распараллеливание процессов хроматографи-

рования и МС пептидов позволяют идентифицировать 

большое число пептидных фрагментов, что важно при ана-

лизе лекарственных препаратов со сложным составом.

Один микрограмм пептидной смеси загружали на обога-

щающую колонку Acclaim μ-Precolumn (0,5×3 mm, размер ча-

стиц 5 μm, Thermo Scientific) при потоке 10 мкл/мин в тече-

ние 4 мин в изократическом режиме с использованием бу-

фера «С» в качестве подвижной фазы (2% ацетонитрил, 

0,1% муравьиная кислота в деионизованной воде). Далее 

пептиды разделяли на ВЭЖХ-колонке Acclaim Pepmap C18 

(75 мкм×150 мм, размер частиц 2 мкм) («Thermo Scientific», 

США) в градиентном режиме элюирования. Градиент фор-

мировали подвижной фазой А (0,1% муравьиная кислота) 

и подвижной фазой Б (80% ацетонитрил, 0,1% водный рас-

твор муравьиной кислоты) при скорости потока 0,3 мкл/

мин. Колонку промывали 2% подвижной фазой Б в тече-

ние 4 мин, после чего линейно увеличивали концентрацию 

подвижной фазы Б до 35% за 90 мин, затем линейно уве-

личивали концентрацию фазы Б до 99% за 10 мин, после 

10-минутной промывки при 99% буфера Б концентрацию 

этого буфера линейно снижали до исходных 2% за 6 мин, 

после этого аналитическую колонку промывали для урав-

новешивания 2% фазой Б в течение 10 мин. Общая дли-

тельность анализа составляла 120 мин.

МС-анализ проводили на масс-спектрометре Q-exac-

tive HFX в режиме положительной ионизации с исполь-

зование источника NESI («Thermo Scientific», США). Для 

МС-анализа были установлены следующие параметры на-

строек: напряжение на эмиттере 2,1 кВ, температура капил-

ляра 240 °C. Панорамное сканирование проводили в диа-

пазоне масс от 300 до 1500 m/z при разрешении 120 000. 

При тандемном сканировании разрешение устанавливали 

15 000 в диапазоне масс от 100 m/z до верхней границы, ко-

торая определяется автоматически, исходя из массы пре-

курсора, но не более 2000 m/z. Изоляцию прекурсорных 

ионов проводили в окне ±1 Да. Максимальное число раз-

решенных для изоляции ионов в режиме MS2 было уста-

новлено не более 40, при этом граница отсечения для вы-

бора прекурсора для тандемного анализа была установлена 

как 50 000 единиц, а нормализованная энергия соударения 

(NCE) равнялась 29. Для тандемного сканирования учи-

тывали только ионы от z=2+ до z=6+ по зарядному со-

стоянию. Максимальное время накопления для прекур-

сорных ионов составило 50 мс, для фрагментных  ионов 

— 110 мс. Величину AGC для прекурсоров и фрагментных 

ионов устанавливали 1·106 и 2·105 соответственно. Все из-

меренные прекурсоры динамически исключались из тан-

демного MS/MS анализа на 90 с.

Последовательности пептидов определяли программ-

ным обеспечением Mascot (http://www.matrixscience.com) 

с использованием базы данных аминокислотных последо-

вательностей SwissProt и посредством de novo-секвениро-

вания.

De novo-секвенирование пептидов проводили на осно-

вании данных диссоциации, вызванной столкновением 
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(CID). При проведении процедуры CID исследуемые  ионы 

пептидов ускоряются в электростатическом поле и сталки-

ваются с нейтральными частицами (аргон). При столкно-

вении кинетическая энергия преобразуется во внутреннюю 

энергию, что приводит к фрагментации пептидного иона 

на более мелкие фрагменты. Эти фрагменты анализиру-

ются посредством тандемной МС [25], в результате чего 

получается CID-масс-спектр молекулярных фрагментов 
пептида. CID-масс-спектр состоит из «массовой» компо-

ненты (список наблюдаемых масс фрагментов) и «интен-

сивностной» компоненты (список наблюдаемых интенсив-

ностей фрагментов) [26].

Для получения аминокислотных последовательностей 

пептидов Церебролизина, для которых были известны толь-

ко масса, заряд и время хроматографического удержания 

пептида [20, 21], нами был разработан комплекс программ 

DNVSEQP для проведения de novo-секвенирования пепти-

дов аминокислотных последовательностей по данным CID. 

Данные программы основаны, во-первых, на применении 

теории топологического [27], метрического [28, 29], ком-

бинаторного [30] подходов к анализу «больших данных» 

[31, 32] и, во-вторых, на теории анализа хемографов [33, 

34] к задачам хемоинформатики [35], и в частности к зада-

че идентификации аминокислотных последовательностей 

по CID-масс-спектрам.

Хемограф — размеченный конечный граф без петель с 
кликовым числом не более 3. Множество вершин χ-графа изо-

морфно множеству атомов молекулы, множество ребер 

 изоморфно множеству химических связей молекулы, а мат-

рица смежности содержит кратности химических связей. 

Пусть задано множество меток Y (в качестве меток исполь-

зуются химические типы атомов «C», «N», «O» и т.д.), функ-
ция разметки вершин μ: V→Y, и определена функция оценки 
метки w: Y→R. Разновидностью функции оценки метки яв-

ляется функция взвешивания m, вычисляющая атомарную 

массу для соответствующей метки вершины хемографа.

Пусть X=X(V, E) — хемограф c матрицей смежности 

M(X)={mij}, соответствующий исследуемому пептиду. Мно-

жество Г={(V, E)|V N, E N2}, являющееся множеством 

всех подграфов бесконечного полного графа G=(N, N2), 

будем называть множеством всех возможных графов, X Г, 

N — натуральный ряд. Произвольный структурный фраг-

мент молекулы соответствует некоторому подграфу соот-

ветствующего хемографа X — т.е. графу, содержащему не-

кое подмножество вершин данного графа и подмножество 

инцидентных этим вершинам ребер. Иначе говоря, мно-

жество всех структурных фрагментов молекулы изоморф-

но множеству всех замкнутых подграфов П(X) хемографа 

X(V, E):
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Введем оператор модификации хемографов snx:Гnx→Г, где 

n
x
 — небольшое натуральное число. В практическом слу-

чае n
x
 редко превышает 2, так как вероятности тримолеку-

лярных и тем более тетрамолекулярных реакций близки к 

нулю. Определим множество модификаций хемографов:
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элементы которого соответствуют посттрансляционным мо-
дификациям белков, добавлению/удалению ОН-групп и др. 

Множество возможных МС-фрагментов определяется как 

S×Г. Соответственно произвольному фрагменту молекулы 

X, наблюдаемому в ходе проведения МС-эксперимента с 

CID-расщеплением молекул, соответствует определенный 

элемент множества S×П(X).

Таким образом, хемографу Х соответствует множество 

хемографов  S×П(X), описывающих возможные фрагмен-
ты молекулы Х. Для каждого из этих фрагментов может быть 

определен инвариант графа — числовая характеристика 

или упорядоченный список таких характеристик (кортеж), 

значение которой (которого) одинаково для каждого эле-

мента произвольного класса изоморфных графов. Элемен-
тарным будем называть инвариант ι:Г→R; кортеж-инвари-
антом — инвариант ι:Г→Rn, n≥2. Для каждого элемента 

a=(v(a), e(a)) множества S×П(X), v(a)={v
1
(a), v

2
(a), …, v

|v(a)|
(a)}, 

определим аддитивный числовой инвариант хемографа Х 

как:
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так что множеству S×П(X) соответствует кортеж-инвари-

ант ι(X)=(ι(a)|a S×П(X)). Молекулярная масса любого эле-

мента a=(v(a), e(a)) вычисляется как частный случай эле-

ментарного инварианта i(a) при условии, что функция «w» 

— суть функция взвешивания «m».

Кортеж-инвариант i(X) соответствует массовой ком-

поненте CID-масс-спектра молекулы X и включает все МС-

пики, возможные для X. Экспериментально наблюдаемая 

массовая компонента CID-масс-спектра молекулы, ι
в
(X), 

является подмножеством кортежа ι(X), ι
в
(X) i(X). Анализ 

разрешимости/регулярности задачи оценки изоморфизма 

по кортеж-инвариантам позволяет отобрать наиболее ин-

формативные элементы кортежа инвариантов ι(X). Затем, 

применяя методы машинного обучения на множествах пре-

цедентов ((ι(X), ι
в
(X))) и получая функцию f:Rn→Rn, 

ι
в
(X)=f(ι(X)), становится возможным вычисление массово-

го компонента CID-масс-спектра по кортежу ι(X). Вычис-

ление значений функции f(ι(X)) является ключевым ком-

понентом алгоритма de novo-секвенирования, использо-

ванного в настоящей работе.

После получения результатов de novo-секвенирования 

по всем 10 протеомным экспериментам мы использовали 

10-балльную шкалу для полуколичественной оценки со-

держания пептидов в ЛП Церебролизин. Данная шкала ос-

нована на постулате о том, что чем выше концентрация 

пептида в исследованных образцах, тем в большем числе 

протеомных экспериментов данный пептид будет найден. 

При заданном числе протеомных экспериментов (10 в слу-

чае настоящего исследования) баллом оценки содержания 

заданного пептида является число протеомных экспери-

ментов, в которых пептид с заданной аминокислотной по-

следовательностью был найден.

Результаты
Результаты МС-экспериментов наиболее удобно пред-

ставить в виде двумерных (2D) масс-спектрограмм. Каждая 

точка 2D-спектрограммы соответствует пептиду; по оси «X» 

отложено значение молекулярной массы этого пептида, а по 

оси «Y» — значение хроматографического «времени удержа-

ния» пептида (которое характеризует скорость прохождения 

пептида через хроматографическую колонку).

Объединенная 2D-масс-спектрограмма пептидной 

фракции ЛП Церебролизин (рис. 1, на цв. вклейке), вклю-
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чившая результаты всех проведенных протеомных экспери-

ментов (171 039 пептидов в 10 протеомных экспериментах), 

указывает на ключевые особенности пептидного состава 

ЛП Церебролизин. В частности, анализ плотности распо-

ложения точек на объединенной 2D-масс-спектрограмме 

пептидной фракции ЛП Церебролизин указывает на пре-

обладание в составе «легкой» пептидной фракции ЛП Це-

ребролизин пептидов с молекулярными массами порядка 

400...800 Да (что ориентировочно соответствует средней 

длине пептида в 5...9 аминокислот).

Кластерный анализ пиков плотности на объединенной 

2D-масс-спектрограмме легкой пептидной фракции ЛП Це-

ребролизин подтвердил, что почти 90% всех зарегистриро-

ванных пептидов ЛП Церебролизин находятся в диапазоне 

достаточно низких молекулярных масс (400...600 Да, кластер 

II; 400...800 Да, кластер I). Пептиды кластера II, характери-

зующиеся высокими значениями времени удержания (т.е. 

времени прохождения через хроматографическую колонку 

менее 5000 с), были преимущественно гидрофобными пеп-

тидами без установленной биологической функции.

Мы идентифицировали 14 635 пептидов, соответству-

ющих 1643 белкам протеома свиньи, которые участвуют в 

функционировании нейронов (рис. 2, на цв. вклейке). По-

средством de novo-МС-секвенирования мы установили ами-

нокислотные последовательности этих пептидов, причем 

каждый из этих пептидов встретился при анализе по край-

ней мере 2 из 10 выборок протеомных данных.

Для оценки биологических ролей установленных пеп-

тидов мы провели их сравнение с белками протеома чело-

века. Идентифицированным 14 635 пептидам соответство-

вали 23 334 аннотации пептидов протеома человека. Анно-

тации протеома человека были получены на основании 

анализа данных UNIPROT [36]. Экспертный анализ полу-

ченных аннотаций показал, что секвенированные пептиды 

ЛП Церебролизин могут являться пептидами-миметиками 

соответствующих пептидов в протеоме человека. Так, 13 997 

аннотаций соответствовали пептидам-миметикам, которые 

могут ингибировать 275 киназ человека, в том числе CDK1, 

CDK2, TGFBR2, ABL1, GSK3-beta, MTOR. Дополнитель-

но 5657 найденных аннотаций соответствовали 405 пептид-

ным фрагментам из более чем 300 биологически активных 

пептидов (в том числе нейротрофических нейропептидов). 

Еще 1967 аннотаций соответствовали пептидам-миметикам, 

потенциально ингибирующим проапоптотические фермен-

ты-каспазы CASP1, CASP3 и CASP6.

Одним из важнейших результатов настоящего иссле-

дования является подтверждение полученных ранее дан-

ных [21] о наличии в пептидном составе ЛП Церебролизин 

фрагментов нейротрофических факторов (табл. 1).
Настоящее исследование позволило идентифициро-

вать в составе ЛП Церебролизин 405 пептидных фрагмен-

тов, соответствующих известным биологически активным 

пептидам, в том числе антибактериальным пептидам (де-

фенсины, гистатины, и др.), иммуномодуляторным пепти-

дам (гранулин, мансерин и др.), пептидам, регулирующим 

усвоение жиров (спексин, гастрин, обестатин и др.), вазо-

активным пептидам (эндотелин, VIP и др.) (табл. 2).

Обсуждение
Использование современных математических методов 

de novo-секвенирования позволило получить уникальную 

информацию о пептидном составе ЛП Церебролизин. Для 

сравнения в настоящей работе с использованием только 

стандартного программного обеспечения для белковой МС 

(пакет MASCOT) нами были установлены последователь-

ности 2221 пептида, что более чем в 3 раза больше, чем чис-

ло пептидов, установленных ранее [22]. С использованием 

разработанных нами процедур de novo-МС-секвенирования 

были получены последовательности 14 635 пептидов ЛП 

Церебролизин.

Анализы пептидного состава препарата, проведенные 

ранее с использованием стандартных процедур секвениро-

вания белков, указали на наличие в составе ЛП Церебро-

лизин пептидных фрагментов энкефалинов (YGGFL, 

GGFLR, YGGFM), ФРН (GEFSV, NSYCTTT), орексина 

(CCRQK), галанина (WWLNSAGY) и др. [21]. В настоящем 

исследовании подтверждено наличие этих пептидных фраг-

ментов, установлено присутствие других пептидных фраг-

ментов перечисленных нейротрофических факторов и по-

лучены полуколичественные оценки содержания этих пеп-

тидов в ЛП Церебролизин.

Механизмы действия нейротрофических факторов, 

приведенных в табл. 1, были подробно рассмотрены ранее 

[20, 21]. ФРН активирует рецепторы TrkA, LNGFR и не-

обходим для восстановления сетей нейронов с поврежде-

ниями, возникающими вследствие ИИ или ЧМТ. Извест-

ны модельные пептиды, включающие пептид GEFSV (119—

123), проявляющие ФРН-подобную активность [37]. 

Найденные в настоящем исследовании пептидные фраг-

менты ФРН, образующиеся при неспецифическом протео-

лизе протеома свиньи в процессе производства ЛП Цереб-

ролизин, относились:

1) к фрагментированному пропептиду ФРН (амино-

кислоты 19—121, используя нумерацию последовательно-

сти Q29074 в базе данных UNIPROT), в том числе пепти-

ды VLFSTQ 75—80, PPVAAD 82—87, PDLEAS 91—96, 

DLEASG 92—97 и др. (рис. 3, на цв. вклейке);
2) к сигнальному пептиду ФРН (NVPAGH 13—18 и др.);

3) к зрелой молекуле ФРН (пептиды GEFSV 119—123, 

NSYCTTT 187—192).

Как было показано ранее [21], пептиды ЛП Церебро-

лизин GEFSV и NSYCTTT могут взаимодействовать с ре-

цептором TrkA, участвующим в осуществлении нейротро-

фических эффектов ФРН.

Энкефалины YGGFL и YGGFM — эндогенные опио-

идные пептидные нейротрансмиттеры, поддерживающие 

множество нейрофизиологических функций, в том числе 

регенерацию нейронов. Орексин увеличивает уровни экс-

прессии нейротрофина-3 [38], поддерживая выживание и 

дифференциацию нейронов. Пептид CCRQK может иметь 

важное значение для взаимодействия орексина-А с рецеп-

торами [20]. Галанин модулирует секрецию ацетилхолина, 

серотонина и норадреналина [39], необходим для «спрау-

тинга» аксонов [40].

Помимо подтверждения результатов предыдущих ис-

следований состава ЛП Церебролизин, настоящий анализ 

указал на наличие в его составе пептидов-миметиков, кото-

рые могут ингибировать 275 киназ человека (в том числе 

CDK1, CDK2, TGFBR2, ABL1, GSK3-beta, MTOR). Инги-

бирование киназ GSK3-beta и MTOR соответствует нейро-

трофическому и нейропротективному действию ЛП Цере-

бролизин, а ингибирование киназ CDK1, CDK2, TGFBR2, 

ABL1 — противоопухолевому действию препарата [8].

Заметим, что в табл. 1 приведены полуколичественные 

оценки числа пептидов. Определение точного количества 
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Таблица 1. Данные о пептидном составе ЛП Церебролизин методом масс-спектрометрического de novo-секвенирования
Table 1. Confirmation of the previously obtained data on the peptide composition of Cerebrolysin by the results of the mass spectrometric 
de novo sequencing

Ранее выявленные 

пептиды [21]

Последовательность белка по базе данных 

NCBI/UNIPROT
Настоящая работа

Оценка количества 

пептидов по 10-балльной 

шкале

GEFSV, NSYCTTT Q29074 Фактор роста нервов (NGF) 54 пептида, в том числе:

DLEASG 10

PDLEAS 7

VLFSTQ 5

PPVAAD 5

NVPAGH 5

GEFSV 5

NSYCTTT 4

YGGFL, GGFLR P01214 Бета-неоэндорфин-динорфин 13 пептидов, в том числе:

YGGFLRR 10

YGGFL 8

GGFLR 8

YGGFLR 6

GEGDGD 6

GGFLRR 5

DAQQND 3

YGGFM P01192 Энкефалины, опиомеланокортин 85 пептидов, в том числе:

DLSAET 10

LLLTLLL 10

YGLVAE 10

PLVTLF 9

YGGFM 8

QPLTEN 6

LVAEAE 5

LTENPR 5

DLSTES 5

PQRF ACQ82801 Нейропептид VF 45 пептидов, в том числе:

LPLRFG 10

LNFEEL 10

FANLPL 10

SFANLP 8

VPNLPQ 4

PLRFGR 4

NLHSK 4

NFEELKD 4

MEVSLV 4

EVSLVR 4

PQRF 3

CCRQK O77668 Орексин 17 пептидов, в том числе:

LYELLH 7

YELLHG 3

QASGNH 3

CCRQK 3

WWLNSAGY P07480 Галанин 21 пептид, в том числе:

LNSAGY 10

GLGSPV 5

YLLGPH 4

LQSEDK 4

LGLGSPV 3

FLAFLH 3

LGSPVK 2
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отдельных пептидов по МС-данным является сложной ис-

следовательской задачей. Решение этой задачи становит-

ся еще более сложным в случае исследования пептидных 

препаратов природного происхождения (в которых коли-

чество индивидуальных пептидов может существенно варь-

ировать). Поэтому в настоящей работе мы использовали 

10-балльную шкалу для полуколичественной оценки со-

держания пептидов в ЛП Церебролизин.

Также следует отметить, что результаты, полученные в 

настоящей работе, косвенно указывают на возможную кон-

трафактность образцов, исследованных в работе В. Gevaert 

и соавт. [22]. Например, в образцах ЛП Церебролизин, ис-

следуемых нами ранее [20, 21], более 5 лет назад, равно как 

и в настоящей работе, были найдены многочисленные пеп-

тидные фрагменты различных нейротрофических факторов. 

И наоборот, среди приводимых в работе В. Gevaert и соавт. 

[22] пептидов нами были подтверждены только три пептид-

ных фрагмента актина: TEAPLNPK, DFEQEM (в составе бо-

лее длинного фрагмента LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK) 

и VAPEEHP (в составе VAPEEHPVLLTEAPLNPK), в то вре-

мя как остальные 600 пептидов, приводимые В. Gevaert и 

соавт. [22], не были идентифицированы. Наш опыт анали-

за пептидного состава препаратов показывает, что такая 

низкая степень соответствия состава и очевидное преобла-

дание пептидных фрагментов актина характерны именно 

для низкостандартизированных экстрактов тканей голов-

ного мозга (каковым ЛП Церебролизин не является [7]).

Результаты настоящего исследования также указали на 

присутствие в исследованных образцах ЛП Церебролизин 

405 пептидных фрагментов, соответствующих антибакте-

риальным пептидам дефенсинам и гистатинам, иимуномо-

дуляторным пептидам гранулина и мансерина, пептидам 

спексина, гастрина, обестатина, регулирующим усвоение 

жиров, и вазоактивным пептидам эндотелин и VIP.

Синэнкефалин (пептиды KELLQL, LLQLSK) является 

синергистом энкефалинов, пептид PACAP — вазоактивный 

нейротрансмиттер и нейромодулятор. Нейроэндокринный 
регуляторный пептид-1 подавляет соль-индуцированную 

или ангиотезин-2-индуцированную секрецию вазопресси-

на в гипоталамусе и гипофизе [41]. Галаниноподобный пеп-
тид поддерживает эффекты галанина, а нейропептид гли-
цин-глутаминовая кислота — энергетический метаболизм 

нейронов. Нейропептид К проявляет гипотензивное и ноо-

тропное действие, также регулируя энергетический мета-

болизм ЦНС [42]. Нейропептид нейромедин-В32 регулиру-

ет рост нейронов, уровни глюкозы, артериальное давление 

и посредством фактора CREB проявляет ноотропные эф-

фекты [43]. Нейромедин-S поддерживает циркадианный 

ритм, регулирует синтез других пептидных гормонов и про-

являет нейротрофическое действие [44].

Перспективным направлением дальнейших исследо-

ваний пептидного состава ЛП Церебролизин представля-

ется выявление пептидов, которые встречаются в образцах 

ЛП Церебролизин наиболее часто, модулируют активность 

кинома человека, тем самым усиливая нейротрофические 

эффекты препарата и противоопухолевую защиту, харак-

теризуются мультитаргетным воздействием (ингибиро-

вание одним пептидом одновременно нескольких киназ и 

т.п., что является одной из основ плейотропного эффекта 

ЛП Церебролизин) и также оказывают противовоспали-

тельное действие.

Заключение
Несмотря на существование доказательной базы и ре-

зультаты многочисленных экспериментальных исследова-

ний, точные механизмы фармакологического действия ЛП 

Церебролизин заслуживают детального изучения, так как 

остаются «за кадром» для большинства неврологов. De novo-

Таблица 2. Примеры других нейропептидных фрагментов (пептиды упорядочены по убыванию оценки количества)
Table 2. Examples of other neuropeptide fragments found in this work. The peptides are sorted in descending order in relation to the amount 
estimate

Пептид SWISS-PROT Нейропептид
Оценка 

количества

LELELG Q5JTD0 Нейрокинин-B 6

EWLSPR O15130 Нейропептид AF 5

KELLQL P01210 Синэнкефалин 5

LAAVLG P18509 Активирующий аденилатциклазу полипептид гипофиза 27 (PACAP) 5

YGGFMR P01210 Met-энкефалин-Arg-Gly-Leu 5

DLPEPR P08949 Нейромедин-B-32 4

FHLLRE P06850 Кортиколиберин 4

LLGGSE O15240 Нейроэндокринный регуляторный пептид-1 4

LLLMDD Q8WNQ7 Галаниноподобный пептид 4

LLQLSK P01210 Синэнкефалин 4

PYLALK P20382 Нейропептид глицин-глутаминовая кислота 4

QVALLK P20366 Нейропептид К 4

ELELGQ Q5JTD0 Нейрокинин-B 3

LDLTFH P06850 Кортиколиберин 3

LDKFKDK Q5JTD0 Нейрокинин-B 3

SVAFPA P20382 Нейропептид глицин-глутаминовая кислота 3

VAFPAE P20382 Нейропептид глицин-глутаминовая кислота 3

VDFTKK Q5H8A3 Нейромедин-S 3

AALLTG Q8WNQ7 Галаниноподобный пептид 2
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секвенирование пептидной фракции ЛП Церебролизин, 

проведенное в настоящей работе на основе данных гибрид-

ной МС, позволило установить аминокислотные последо-

вательности 14 635 пептидов, ассоциированных с функцио-

нированием нейронов. Одним из важнейших результатов 

является подтверждение наличия в составе ЛП Цереброли-

зин активных нейропептидных фрагментов Leu- и Мет-

энкефалинов, орексина, нейропептида VF, галанина и ФРН. 

Кроме того, впервые в составе ЛП Церебролизин иденти-

фицировано 8953 пептида, которые могут являться модуля-

торами кинома человека (в том числе киназ CDK1, CDK2, 

TGFBR2, GSK3, MTOR) и ингибиторами проапоптотиче-

ских и провоспалительных каспаз CASP1, CASP3 и CASP6. 

Данные результаты вносят существенный вклад в понима-

ние широкого спектра фармакологического действия ЛП 

Церебролизин (прежде всего нейротрофического, нейро-

протективного и противовоспалительного эффектов).

Работа выполнена по гранту 18-07-00944 РФФИ.
Хромато-масс-спектрометрические измерения выполне-

ны с использованием оборудования ЦКП «Протеом человека» 
(ИБМХ), математические расчеты и анализ полученных пеп-
тидов — с использованием международных баз данных и обо-
рудования ФИЦ ИУ РАН.
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